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Faktor X-Analoae mit modif izierter Proteasespaltstell p 

Die Erfindung betrifft Faktor X-Analoge mit einer Modif ikation 
im Bereich des Aktivierungspeptids , eine Praparation enthaltend 
die erfindungsgemafien Faktor X-Analoge sowie ein Verfahren zur 
Herstellung von einzelkettigen und zweikettigen Faktor X-Ana- 
logen . 

Nach Initiierung des Blutgerinnungsprozesses verlauft die Gerin- 
nungskaskade durch die sequent ielle Aktivierung von verschiede- 
nen Proenzymen (Zymogenen) im Blut in ihre aktive Formen, den 
Serinproteasen. Dazu gehoren u.a. Faktor Xll/XIIa, Faktor 
Xl/XIa, Faktor IX/IXa, Faktor X/Xa, Faktor VH/VIIa und Pro- 
thrombin/Thrombin. Die meisten dieser Enzyme sind im physiologi- 
schen Zustand nur aktiv, wenn sie in einem Komplex an einer Mem- 
branoberflache assoziiert sind. Ca-Ionen sind in viele dieser 
Prozesse involviert. Die Blutgerinnung folgt entweder dem in- 
trinsischen Weg, bei dem alle Proteinkomponenten im Blut vorhan- 
den sind, oder dem extrinsischen Weg, bei dem der Zellmembran- 
Gewebefaktor eine kritische Rolle spieit. Der WundverschluS er- 
folgt schliefilich durch die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin 
durch Thrombin. 

Der Prothrombinase-Komplex ist verantwortlich fur die Aktivie- 
rung von Prothrombin zu Thrombin. Thrombin ist ein wichtiges 
Enzym, das sowohl als Prokoagulant als auch als Antikoagulant 
wirken kann. Der Prothrombinase-Komplex, an dem u.a. Faktor Va 
(als Cofaktor) und Faktor Xa (als Serinprotease) beteiligt sind. 
assembliert in einer Ca-abhangigen Assoziation an der Oberflache 
von Phospholipiden. Es wird diskutiert, daB dabei die katalyti- 
sche Komponente des Prothrombinase-Komplexes Faktor Xa ist. 

Faktor X (Stuart/Prower-Faktor) ist ein Vitamin K-abhangiges 
Koagulationsglykoprotein, das durch die intrinsische und extrin- 
sische Blutgerinnungskaskade aktiviert werden kann. Das primare 
Translationsprodukt von Faktor X (pre-pro-FX) besitzt 488 Amino- 
sauren und wird von der Leber oder humanen Hepatoma-Zellen zu- 
nachst als einzelkettiges 75 kD Vorlauf erprotein synthetisiert . 
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Im Plasma liegt Faktor X weitgehend als zweikettiges Molekul vor 
(Fair et al, 1984, Blood 64:194-204). 

Wahrend der Biosynthese wird nach Abspaltung der pre-Sequenz 
durch eine Signalpeptidase {zwischen Ser23/Leu24) vind des Pro- 
peptides (zwischen Arg40/Ala41) das einzelkettige Faktor X-Mole- 
ktil durch Prozessierung und Entfernung des Tripeptides ArglSO- 
Lysl81-Arg-182 in die zweikettige Form, bestehend aus der ca. 22 
kD leichten Kette und der ca. 50 kD schweren Kette, die mitein- 
ander iiber eine Disulf id-Brucke verbunden sind, gespalten (Figur 
1). Faktor X zirkuliert im Plasma daher als zweikettiges Mole- 
k£U. 

Wahrend des Blutgerinnungsprozesses wird Faktor X vom inaktiven 
Zymogen zur aktiven Protease Faktor Xa durch limitierte Proteo- 
lyse konvertiert, wobei die Aktivierung von Faktor X zu Faktor 
Xa in einem von 2 membrangebundenen Komplexen erfolgen kann: dem 
extrinsischen Faktor VIIa/Gewebefaktor-Komplex oder dem intrin- 
sischen Faktor VIIIa-Faktor IXa-Phospholipid-Ca-Komplex oder 
"Tenase -Komplex" (Mertens et al., 1980, Biochem. J. 185:647- 
658) ' Eine^pro teolytis che Spaltung zwischen Aminosauren Ara 
2|4/Iig_2^5 ftthrt zur Freisetzung eines 52 Aminosauren langen 
Aktivierungspeptids vom N-Terminus der schweren Kette und damit 
zur Bildung des aktiven Enzyms, Faktor Xa. Das katalytische 
Zentrum des Faktor Xa ist auf der schweren Kette lokalisiert. 

Die Aktivierung uber den Faktor VIIa-TF (extrinsischen) -Komplex 
fuhrt zur Bildung von Faktor Xac* (35 kD) und Faktor Xa0 (31 kD) , 
wobei bei geringen Konzentrationen von Faktor Vila im Komplex 
auch ein Polypeptid von 42 (kD) auftritt. Die Bildung von Faktor 
Xaof erfolgt aber eine Spaltung bei Arg234/Ile 235 der schweren 
Kette und reprasentiert die Aktivierung von Faktor X zu Faktor 
Xa. Das Auftreten von Faktor Xa0 resultiert vermutlich aus einer 
autokatalytischen Spaltung bei Arg469/Gly470 im C-Terminus der 
schweren Kette von Faktor Xa<* und der Abspaltung eines 4.5 kD- 
Peptides. Faktor Xa/9 besitzt ebenfalls wie Faktor Xaey katalyti- 
sche Aktivitat. Es wurde jedoch gezeigt, daS durch die Spaltung 
von Faktor Xaof zu Faktor Xa0 eine Plasminogen-Bindungsstelle 
entsteht und Faktor Xa/3 gegebenenf alls f ibrinolytische Aktivi-~ 



WO 98/38317 



PCT/AT98/O0045 



- 3 - 

tat aufweist bzw. an Fibrinolyse als Cofaktor beteiligt ist. Die 
Umwandlung von Faktor Xaof zu Faktor Xa£ ist jedoch langsamer als 
die Bildung von Thrombin, wodurch eine Initiierung der Fibrino- 
lyse vor Ausbildung eines Blutklots verhindert wird (Pryzdial et 
al., 1996, J. Biol. Chem. 271:16614-16620; Pryzdial et al., 
1996, J. Biol. Chem. 271:16621-16626). 

Das 42 kD-Polypeptid resultiert aus einer Prozessierung im C- 
Terminus der schweren Kette zwischen Arg469/Gly470 ohne vorhe- 
rige Prozessierung zwischen Arg234/Ile 235. Dieses Intermediat 
besitzt ebenso wie ein Faktor Xay-Fragment , das durch Proteolyse 
bei Lys370 entsteht, keine katalytische Aktivitat (Mertens et 
al., 1980, Biochem. J. 185:647-658; Pryzdial et al., 1996, J. 
Biol. Chem. 271:16614-16620). 

Die Aktivierung von Faktor X im intrinsischen Weg wird kataly- 
siert durch den Faktor IXa-Faktor VIIIa-Komplex. wahrend der 
Aktivierung werden die gleichen Prozessierungsprodukte erhalten, 
jedoch wird das Faktor Xa/3-Produkt in einem hoheren Ausmafc er- 
halten als andere Faktor X-Prozessierungsprodukte (Jesty et al., 
1974, J. Biol. Chem. 249:5614). 

In vitro kann Faktor X beispielsweise durch Russell's Viper 
Venom (RW) oder Trypsin (Bajaj et al., 1973, J.Biol. Chem. 
248:7729-7741) oder gereinigte physiologische Aktivatoren, wie 
FVIIa/TF-Komplex oder F aktor IXa /Faktor VIIIa-Komplex aktiviert 
werden (Mertens et al., 1980, Biochem. J. 185:647-658). 

Kommerziell erhaltliche Faktor X-Produkte aus Plasma enthalten 
zumeist eine Mischung aus Faktor Xaa und Faktor Xaj3, da nach 
Aktivierung von Faktor X zu Faktor Xa in erster Linie Faktor Xaor 
entsteht, der in einem autokatalytischen ProzeJS wiederum zu 
Faktor Xa0 gespalten wird. Urn ein einheitliches Faktor Xa-Pro- 
dukt mit hoher molekularer Integritat herzustellen, wurde in der 
EP 0 651 054 vorgeschlagen, Faktor X mit RW uber einen langeren 
Zeitraum zu aktivieren, sodaS das result ierende Endprodukt im 
wesentlichen Faktor Xa0 enthielt. Sowohl die Nebenprodukte , bei- 
spielsweise Faktor Xaof, als auch die Protease wurden an- 
schliefcend durch mehrere chroma tographische Schritte entfernt. 
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Die cDNA fur Faktor X wurde isoliert und charakterisiert (Leytus 
et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 82:3699-3702; Fung et 
al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 82:3591-3595). Humaner 
Faktor X wurde in vitro in verschiedenen Zelltypen, wie humanen 
embryonalen Nierenzellen oder CHO-Zellen exprimiert (Rudolph et 
al., 1997, Prot.Expr.Purif.10: 373-378; Wolf et al., 1991, j. 
Biol.Chem. 266:13726-13730). Es wurde jedoch festgestellt,' daS 
bei der rekombinanten Expression von humanem Faktor X die Pro- 
zessierung an Position Arg40/Ala41 im Gegensatz zur in vivo- 
Situation ineffizient erfolgt und unterschiedliche N-Termini an 
der leichten Kette von Faktor X entstehen (Wolf et al., 1991, j. 
Biol.Chem. 266:13726-13730). Rekorabinanter Faktor X (rFX) wurde 
durch RW in vitro zu rFaktor Xa (rFXa) aktiviert Oder rFXa di- 
rekt exprimiert, wobei das Aktivierungspeptid von Aminosaure 183 
bis Aminosaure 234 deletiert und durch ein Tripeptid ersetzt 
wurde, urn eine Prozessierung unmittelbar in eine zweikettige 
rFXa-Form zu erm6glichen. Gereinigter rFX wurde zu etwa 70% in 
leichte und schwere Kette prozessiert, wahrend die verbleibenden 
30% einzelkettigen rFX mit 75 kD darstellten. Direkte Expression 
von rFXa fiihrte zwar zur Bildung von aktivem Faktor Xa, jedoch 
auch zu inaktiven Intermediaten . Wolf et al. (1991, j. Biol. 
Chem. 266:13726-13730) stellten weiterhin eine verringerte Akti- 
vitat von rekombinantem Faktor X fest, die sie auf die schlech- 
tere Aktivierbarkeit des rFX durch RW sowie auf die inaktive 
Population an Proteinen und Polypeptiden des einzelkettigen Vor- 
laufermolekuls zuruckf uhrten . Insbesondere fanden sie eine hohe 
Instabilitat von rFXa bei Expression durch rekombinante Zellen, 
was sie auf die hohe Autoproteolyserate zuruckf uhrten. 

Urn die Funktion des C-terminalen Peptides von Faktor Xa<* zu 
untersuchen, fuhrten Eby et al. (1992, Blood 80 (Suppl. l) : 1214 
A) ein Stopcodon an Position Gly430 der Faktor X-Sequenz ein. 
Sie fanden jedoch keinen Unterschied zwischen der Aktivierungs- 
rate von Faktor Xa (FXaa) mit b-Peptid oder einer Deletionsmu- 
tante ohne S-Peptid (FXa/3) . 

Faktor Xa ist ein wichtiger Bestandteil des Prothrombinase-Kom- 
plexes und k6nnte daher zur Behandlung von Patienten mit Storun- 
gen der Blutgerinnung, beispielsweise bei Hamophilie, verwendet 
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werden . 

Insbesondere die Behandlung von Hamophilie-Patienten mit Faktor 
VIII- Oder Faktor IX-Defizienz mit Faktoren-Konzentraten, herge- 
stellt aus Plasma, wird bei langeren Therapiezeiten oft dadurch 
kompliziert, da£ inhibitorische AntikSrper gegen diese Faktoren 
gebildet werden. Es wurde daher eine Reihe von Alternativen ent- 
wickelt, urn Hamophilie-Patienten mit Faktoren mit einer By-pass- 
Aktivitat zu behandeln. So wurde die Verwendung von Prothrombin - 
Komplex-Konzentrat, partiell aktiviertem Prothrombinase-Komplex 
(APPC) , Faktor Vila Oder FEIBA vorgeschlagen. Kommerzielle Pra- 
parate mit Faktor VIII-Bypass-Aktivitat (FEIBA) sind beispiels- 
weise FEIBA® oder Autoplex®. FEIBA etwa enth&lt vergleichbare 
Einheiten an Faktor II, Faktor VII, Faktor IX, Faktor X und 
FEIBA, geringe Mengen an Faktor VIII und Faktor V, sowie Spuren 
von aktivierten Koagulationsf aktoren, wie Thrombin und Faktor Xa 
bzw. einen Faktor mit Faktor X-&hnlicher Aktivitat (Elsinger, 
1982, Activated Prothrombin Complex Concentrates. Ed. Mariani, 
Russo, Mandelli, p. 77-87) . Elsinger weist insbesondere auf die 
Bedeutung einer "Faktor Xa- like" -Aktivitat in FEIBA hin. Faktor 
VIII-Bypass-Aktivitat wurde von Giles et al. (1988, British J. 
Haematology 9:491-497) fur eine Kombination von gereinigtem Fak- 
tor Xa und Phospholipiden im Tiermodell gezeigt. 

Es besteht daher ein grofcer Bedarf und eine Reihe von verschie- 
denen Anwendungsgebieten fur Faktor X/Xa oder Faktor X/Xa-ahn- 
lichen Proteinen, entweder allein oder als Bestandteil eines 
Koagulationskomplexes in der Blutstillungstherapie. 

Die Halbwertszeit von Faktor Xa ist gegenuber dem Zymogen sowohl 
in vivo als auch in vitro stark herabgesetzt . So kann etwa Fak- 
tor X in Glycerin 18 Monate stabil aufbewahrt werden, wahrend 
Faktor Xa unter gleichen Bedingungen nur 5 Monate stabil ist 
(Bajaj et al., 1973, J. Biol. Chem. 248:7729-2241) bzw. in Gly- 
cerin bei 4°C nach 8 Monaten eine Reduktion der Aktivitat urn 
mehr als 60 % zeigt (Teng et al., 1981, Thrombosis Res. 22: 213- 
220). Die Halbwertszeit von Faktor Xa betragt lediglich 30 Se- 
kunden im Serum. 
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Auf grand der Instabilitat von Faktor Xa wurde vorgeschlagen, 
Faktor X-Praparate zu verabreichen (US 4,501,731). Bei lebens- 
bedrohenden Blutungen, insbesondere bei Hamophilie-Patienten, 
ist jedoch ein Verabreichung von Faktor X wirkungslos, da durch 
das Fehlen des funktionellen "Tenase-Komplexes" im intrinsischen 
Blutgerinnungsweg keine ausreichende Aktivierung von Faktor X zu 
Faktor Xa erfolgen kann und die Aktivierung uber den extrinsi- 
schen Weg oftmals zu langsam erfolgt, urn eine rasche Wirkung zu 
erzielen. Zudem ist bei H§mophilie-Patienten ausreichend Faktor 
X vorhanden, der jedoch im Vergleich zu Faktor Xa eine lOOOfach 
geringere Prothrombinase -Aktivitat besitzt. In solchen Fallen 
ist es erforderlich, aktivierten Faktor Xa direkt, gegebenen- 
falls zusammen mit Phospholipiden, wie bei Giles et al. (1988. 
British J. Haematology 9:491-497) beschrieben oder mit anderen 
Koagulationsfaktoren etwa mit Faktor VIII By-pass -Aktivitat , zu 
verabreichen . 

Bei der Herstellung von Faktor Xa aus Faktor X erfolgte die Ak- 
tivierung bisher zumeist uber unphysiologische Aktivatoren tie- 
rischen Ursprungs, wie RW oder Trypsin, wobei jedoch absolut 
sicher gestellt sein mufite, da£ das Endprodukt vollstandig frei 
von diesen Proteasen ist. Wie oben schon erwahnt, werden bei der 
Aktivierung von Faktor X zu Faktor Xa eine Vielzahl teilweise 
auch inaktiver Intermediate gebildet (Bajaj et al., 1973, J. Bio. 
Chem. 248:7729-7741, Mertens et al., 1980, Biochem. J. 185: 647- 
658) . Die Anwesenheit solcher Intermediate fuhrt zu einer Er- 
niedrigung der spezifischen Aktivitat des Produktes und gegebe- 
nenfalls auch zu solchen Intermediaten, die als Antagonisten der 
aktiven Serinprotease fungieren kdnnen. Zur Herstellung eines 
einheitlichen, reinen Produktes mit hoher spezifischer Aktivitat 
sind daher bei konventionellen Methoden aufwendige Verfahren zur 
Aktivierung sowie zur chroma tographischen Reinigung erforder- 
lich. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher eine Preparation 
zur Verfugung zu stellen, die ein Polypeptid mit Faktor X/Xa -Ak- 
tivitat enth&lt, das eine hohe Stabilit&t aufweist und das ohne 
die Verwendung einer der ublichen Proteasen, insbesondere tieri- 
schen Ursprungs, wie beispielsweise RW oder Trypsin zu Faktor 
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Xa aktiviert werden kann. Ein weiteres Ziel ist es eine pharma- 
zeutische Preparation mit Faktor VIII-Bypass-Aktivitat bereitzu- 
stellen. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaS dadurch geldst, dafi ein Faktor 
X-Analogon zur Verfugung gestellt wird, das eine Modif ikation . im 
Bereich der naturlicherweise vorkommenden Faktor Xa-Aktivie- 
rungsspaltstelle aufweist. Die Modif ikation im Bereich der Akti- 
vierungsspaltstelle ist eine neue, nicht -naturlicherweise an 
dieser Position im Polypeptid vorkommende Erkennungs- bzw. Pro- 
zessierungsstelle fur eine Protease, die das Polypeptid norma - 
lerweise nicht an dieser Stelle spaltet. 

Das erf indungsgemaSe Faktor X-Analogon weist dabei insbesondere 
im Aktivierungspeptid, das bei der Aktivierung von Faktor X zu 
Faktor Xa abgespalten wird, eine Modif ikation auf . Die Modif ika- 
tion betrifft dabei mindestens eine Aminos&ure innerhalb der 
Aminosauresequenz des Aktivierungspeptids des Faktor X. Die Mo- 
difikatio^ist^d^ei . besonders^ im C^tenninalen Bereich des Akti- 
vierungspep^i^sjimci_ j^g^^ming^gtens einen Austausch mindestens 
einer Aminosaure zwischen ^Position Gly228 u nd Ar g234 der Faktor 
X-Aminosauresequenz dar. Die Position der Aminosauren ist dabei 
bezogen auf die Numerierung gemaS der in Fig. 1 dargestellten 
Sequenz beginnend mit Metl und endend mit Lys488. 

Die Modifikation im erf indungsgemaSen Fakto r X-Ana logon ist ypr- 
zugsweise ei n Austausch„eii^^ Fak- 

n y, jj£^ B^ - Die Modifikation kann 

dabei eine Substitution mindestens einer Aminosaure oder eine 
Insertion einer Peptidsequenz, die eine Proteaseerkennungs- bzw. 
Spaltstelle darstellt, sein. Die Modifikation im erf indungsge- 
mafien Faktor X-Analogon ist dabei vorzugsweise derart, da£ sie 
fur eine Protease aus der Gruppe der Endoproteasen, wie etwa 
Kexin/Kex2, Furin/PACE, PC1/PC3, PC2, PC4 , PACE 4, LPC/PC7 (wie 
in Barr et al., 1991, Cell 66:1-3 oder der US 5,460,950 be- 
schrieben) , der Serinproteasen, wie etwa Faktor XI la, Faktor 
XIa, Faktor IIa # Faktor Xa oder von Kallikrein, oder einem Deri- 
vat dieser Proteasen, eine Erkennungs- bzw. Spaltsequenz dar-^ 
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stellt . 

Die Modif ikation ist vorzugsweise so ausgewahlt, daJS die Prozes- 
sierung durch eine dieser Proteasen zu einem dem nativen Faktor 
Xa entsprechenden Polypeptid fuhrt, das im wesent lichen der na- 
tCrlich vorkornmenden Faktor Xa-Sequenz gleicht und ebenfalls 
Faktor Xa-Aktivitat aufweist. 

Urn eine optimale Prozessierung zu erreichen, kann es in einzel- 
nen Fallen notwendig sein, zusatzlich die Aminosaure Ile235 aus- 
zutauschen. Vorzugsweise sollte die NH2-terminale Aminosaure 
Isoleucin der schweren Kette jedoch nach Aktivierung erhalten 
bleiben, da dieser Aminosaure bei der Bildung der Substratbin- 
dungstasche eine wesentliche Funktion zukommt (Watzke et al., 
1995, Molecular Basis of Thrombosis and Hemostasis ed. Katherine 
High & Harold Roberts) . Die erf indungsgemafcen Faktor X-Analoge 
zeigen einen strukturellen Unterschied, insbesondere auf Amino- 
sSure-Ebene im Vergleich zur nativen Faktor X-Sequenz, besitzen 
jedoch eine vergleichbare Aktivierbarkeit , wie natiirlich vorkom- 
mender Faktor X bzw. nach Aktivierung Faktor Xa-Aktivitat. 

Die Erfindung stellt dabei beispielhaft eine Anzahl von Faktor 
X-Analogen zur Verfugung, die eine Modif ikation im Aktivierungs- 
peptid in bezug auf die naturlich vorkommende Faktor X-Sequenz 
und eine veranderte Proteasespezif itat aufweisen. 

Modif ikationen konnen an einer Oder mehreren Posit ionen im Be- 
reich zwischen Aminosaure Gly228 und Arg234 # und gegebenenf alls 
Ile235, bezogen auf die Faktor X-Sequenz mit der Numerierung mit 
Metl bis Lys 488 gemafi Fig, 1, sein. Aminosauresubstitutionen 
konnen dabei sein an Position Ile235 (Rl) , Arg234 # Thr233 (R2) , 
Leu232 (R3), Asn231 (R4), Asn230 (R5) und Asp229 (R6) , wobei 
jedoch vorzugsweise Arg234 unverandert bleibt. 

Die erf indungsgemafcen Faktor X-Analogon enthalten vorzugsweise 
eine Faktor X-Sequenz mit Gly 22 8-R6-R5-R4-R3-R2-Arg234 mit Rl= 
lie, Val # Ala, Ser oder Thr; R2= Thr, Pro, Gly, Lys Oder Arg; 
R3= Leu, Phe, Lys, Glu, Met, Gin, Ser, Val, Arg oder Pro; R4= 
Asn, Asp, lie, Ser, Met, Pro, Thr, Lys oder Arg; R5= Asn, Lys, 
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Ser, Glu, Ala, Gin, His oder Arg und R6= Asp, Phe, Thr, Arg, Leu 
Oder Ser, darstellt. 



Bevorzugte Ausfuhrungsformen der erf indungsgemaSen Faktor X- 
Analoge sind dabei Faktor X-Analoge, die eine Modifikation 
aufweisen mit 



a) Rl=Val, R2=Thr, R3=Phe, R4=Asp, R5=Asn und gegebenenf alls 
R6=Phe (Figur 2 A) und durch Faktor XIa prozessiert wird; 

b) Rl=Ser, R2=Arg, R3=Thr, R4=Leu (Fig. 2 B) und durch Flla 
prozessiert wird; 

c) Rl=Ile, R2=Pro, R3=Lys, R4=Ile und gegebenenf alls R5=Lys 
und/oder R6=Thr (Fig. 2 C) Oder 

lR=Ile, R2=Thr, R3=Ser, R4=Thr und gegebenenf alls R5=Lys 
und/oder R6=Thr (Fig. 2 I) und durch Faktor Xlla prozessiert 
werden; 

d) Rl=Ile, R2=Thr, R3=Met, R4=Ser und gegebenenf alls R5=Ser 
und/oder R6=Leu (Fig. 2 D) und durch Kallikrein prozessiert 
wird; 

e) Rl=Ile, R2=Gly, R3=Gln, R4=Pro und gegebenenf alls R5=Lys 
und/oder R6=Ser (Fig. 2 H) oder 

Rl=Ile, R2=Thr, R3=Lys und R4=Met (Fig. 2 E) oder 
Rl=Ile, R2=Gly, R3=Glu und R4=Ile (Fig. 2 F) und durch 
Faktor Xa prozessiert werden; 

f) Rl=Ile, R2=Lys, R3=Arg, R4=Arg und gegebenenf alls R5=Glu 
und/oder R6=Leu oder 

Rl=Ile, R2=Thr, R3=Val, R4=Arg und gegebenenf alls R5=Ala 
und/oder R6=Leu oder 

Rl=Ile, R2=Arg, R3=Val, R4=Arg und gegebenenf alls R5=Gln 
und/oder R6=Leu oder 

Rl=Ile, R2=Arg, R3=Arg, R4=Arg und gegebenenf alls R5=His 
und/oder R6=Leu oder 

Rl=Ile, R2=Lys, R3=Pro, R4=Arg und gegebenenf alls R5=Asn 
und/oder R6=Leu oder 

Rl=Ile, R2=Lys, R3=Arg, R4=Ile und gegebenenf alls R5=Arg 
und/oder R6-Leu oder 

Rl=Ile, R2=Lys, R3=Ser und R4=Arg oder 
Rl=Ile, R2=Thr, R3=Val und R4=Arg oder 

Rl=Ile, R2=Lys, R3=Leu und R4=Arg (siehe alle Fig. 2 G) , ^ 
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wobei die unter f) genannten durch eine bibasische Endoprotease, 
wie Furin, PACE, Kexin/Kex2 f Furin/PACE, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 
4, LPC/PC7 oder einem Derivat einer dieser Proteasen prozessiert 
werden . 

Eine mogliche Auswahl von Modif ikationen und Aminosaureaus- 
tauschen, die zu einer veranderten Proteasespezif itat fuhren, 
sind in Figur 2 A-I angefuhrt. 

Die Modif ikationen konnen dabei beispielsweise durch gerichtete 
in vitro Mutagenese oder PCR oder andere aus dem Stand der Tech- 
nik bekannte gentechnische Methoden durchgefuhrt werden, die 
dazu geeignet sind, spezifisch eine DNA-Sequenz zu verandern, urn 
gezielt Aminosaurenaustausche auszufuhren. 

Die Aktivierung des erf indungsgem&Sen Faktor X-Analogons zu 
einem nativen Faktor Xa bzw. einem Faktor Xa-Analogon erfolgt 
gemaS der vorliegenden Erfindung vorzugsweise durch eine Prote- 
ase, ausgewahlt aus der Gruppe der Endoproteasen, wie etwa 
Kexin/Kex2, Furin/PACE, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7, der 
Gruppe der Serinproteasen, wie etwa Faktor XI la, Faktor XIa, 
Faktor Xa, Faktor Ila oder von Kallikrein, oder einem Derivat 
dieser Proteasen. 

Eine der Schwierigkeiten bei der Herstellung von aktivem Faktor 
Xa ist seine Instabilitat, da durch Autokatalyse neben Faktor 
Xaa und Faktor Xa/5 auch andere, inaktive Intermediate entstehen. 
Zur Herstellung von im wesentlichen intakten, aktiven Faktor 
X/Xa- bzw. Faktor X/Xa-Shnlichen Molekulen ware es daher wttn- 
schenswert, nur solche Proteine zu erhalten, die zu stabilen 
Endprodukten fuhren. 

Es ist bekannt, dafc eine bevorzugte Spaltstelle fur die Prozes- 
sierung von Faktor Xaa (Fxaa) zu Faktor Xa/S (Fxaj3) zwischen 
Arg469/Gly470 liegt . Aufgrund von Untersuchungen von Eby et al. 
(1992, Blood. Vol. 80, Suppl . 1, 1214) wird neben einem promi- 
nenten carboxyterminalen Peptid (Aminosaurereste 4 76-4 87) von 
Faktor X ein weiteres kurzeres Peptid (Aminosaurereste 474 bis 
477) gefunden, das durch Autokatalyse von Faktor Xaa entsteht. 
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Urn eine gezielte Prozessierung von intaktem Faktor X zu im we- 
sentlichen aktivem Faktor Xa zu focussieren, ohne dabei inaktive 
Prozessierungs- Intermediate zu erhalten # weisen die erfindungs- 
gemafcen Faktor X-Analoge gegebenenf alls weitere Modif ikationen 
auf . 

Das erf indungsgemaSe Faktor X-Analogon weist daher gemafi einer 
besonderen Ausfuhrungsform eine weitere jlodif ikatAoii^im^C- ,termi - 
nalen Bereich der Faktor X-Aminosauresequenz auf. 



Gemaft einer Ausfuhrungsform weist ein Faktor X-Analogon der oben 
beschriebenen ^^^^ s= ^fe^^^j|5^^i^ : ^^2) a ^^ - Das erfin- 
dungsgemage^F^t^^ besitzt dabei insbesondere eine 

M odi fik at ion im Bereich^der C-^e^inalen ff-Peptidspaltstelle, 
die ye^indert , dafi nach Aktivierung von Faktor X zu Faktor Xa 
eine Abspaltung des 0-Peptids von Faktor X erfolgt. Dadurch wird 
ein Faktor Xa-Molekul erhalten, das bis zu 100% als intaktes 
Faktor Xaof-Molekul isoliert werden kann. 

Die Modifikation kann eine Mutation, Deletion oder Insertion im 
Bereich der Faktor X-Aminoschiresequenz zwischen Aminosaureposi- 
tion Arg469 und Ser476 und gegebenenf alls von Lys 370 sein. Be- 
vorzugt ist jedoch eine Aminosauresubstitution, bei der durch 
den Aminosaureaustausch eine die Struktur und damit gegebenen- 
falls die Funktion und Aktivitat des Proteins beeinf lussende 
Faltung des Polypeptides nicht erfolgen kann. 

GemaS einer Ausfuhrungsform weisen die erf indungsgemafien Faktor 
X-Analoge einen Austausch einer der Aminosauren an Position 
Arg469 und/oder Gly470, wobei Arg469 vorzugsweise gegen Lys, His 
oder lie und Gly470 vorzugsweise gegen Ser, Ala, Val oder Thr 
ausgetauscht ist . 

Die erf indungsgemafien Faktor X-Analoge konnen neben einer Muta- 
tion an Position Arg469 und/oder Gly470 eine weitere Mutation an 
Position Lys370 und/oder Lys475 und/oder Ser476 auf weisen. 

Durch eine Aminosauresubstitution an einer dieser Positionen 
wird eine Prozessierung von Faktor Xaa zu Faktor Xa0 bzw. Faktor 
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Xay vermieden, da die natfirlicherweise vorkommende (n) Prozessie- 
rungssequenz (en) derart modif iziert ist (sind) , daS eine gegebe- 
nenfalls autokatalytische Abspaltung des Carboxy-terminalen Pep- 
tide nicht mehr erfolgen kann. 

Gemafi einer anderen Ausfuhrungsf orm weist das erf indungsgemaJSe 
Faktor X-Analogon eine Deletion des carboxyterminalen 0-Peptids 
(FX/3) auf. Ein solches Faktor X-Analogon kann hergestellt wer- 
den, indent eine cDNA kodierend fur ein Faktor X-Analogon in 
einem rekombinanten Expressionssystem exprimiert wird, wobei nur 
die Sequenzen kloniert werden, die fur die Aminosturen Metl bis 
Arg469 kodieren. 

Gem&£ einer weiteren Ausfuhrungsform weist das erf indungsgemafce 
Faktor X-Analogon ein Translationsstopsignal im C-terminalen Be- 
reich der Faktor X-Sequenz auf. Das Translationsstopsignal ist 
dabei vorzugsweise an einer Position, die einer nach naturlicher 
Prozessierung entstehenden C-terminalen Aminosaure folgt. Das 
Translationsstopsignal ist daher vorzugsweise an Position der 
Aminosaure 470 der Faktor X-Sequenz, damit das endstandige 
Arg469 des Faktor Xa0 erhalten bleibt. Dazu wird das fur die 
Aminosaure Gly470 kodierende Kodon GGC gegen TAA, TAG oder TGA 
substituiert . 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erf indung betrif f t Faktor 
X-Analoge, die durch Behandlung mit einer entsprechenden Prote- 
ase in vitro zu nativem Faktor Xa bzw. einem Faktor Xa-Analogon 
aktiviert werden. Abhangig vom Faktor X-Analogon, das eingesetzt 
und aktiviert wird, wird ein dem nativen Faktor Xa entprechendes 
und im wesentlichen identes Polypeptid erhalten bzw. ein Poly- 
peptid, das zwar Faktor Xa-Aktivitat auf weist, jedoch in bezug 
auf die native Faktor Xa-Sequenz Modif ikationen auf weist, die 
jedoch nicht die biologische Aktivitat beeintrachtigen. Bei 
Aktivierung von Faktor X-Analogen # die die Modi fikat ion im Be- 
reich des Aktivierungspeptids in der Sequenz des Aktivierungs- 
peptids aufweisen, werden ausschlieSlich dem nativen Faktor Xa- 
Molekul entsprechende Polypeptide erhalten. Weist ein solches 
Faktor X-Analogon gegebenenf alls zus^tzlich ein Translations- 
stopsignal im C-te~rminalen Bereich des fi-Peptids auf, so werdeh 
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Faktor Xa/3-homologe Molekule gewonnen. Wird jedoch ein Faktor X- 
Analogon eingesetzt, das Modif ikation(en) innerhalb der S-Pep- 
tidsequenz aufweist, die dazu fuhrt(en), daS das S-Peptid nicht 
abgespalten wird, so wird ein Faktor Xaa-Analogon mit einem 
Aminosaureaustausch im C-Terminus des Molekuls erhalten. 

Die erfindungsgemafcen Faktor X-Analoge weisen ausschliefclich 
Modif ikationen auf , die die Spezifitat fur die Aktivierbarkeit 
andern und nicht die Aktivitat beeinf lussen. Es werden daher in 
jedem Fall biologisch und funktionell aktive Faktor Xa-Molekule 
bzw. Faktor Xa-Analoge gewonnen. 

Die Aktivierun g^in vitro kann durch eine Protease ausgewahlt aus 
der Gruppe der Endoproteasen, wie etwa Kexin/Kex2, Furin/PACE # 
PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7, der Gruppe der Serinprote- 
asen, wie etwa Faktor Xlla, Faktor XIa, Faktor Xa, oder von 
Kallikrein, oder einem Deri vat dieser Proteasen erfolgen. Es 
liegt jedoch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, jede belie- 
bige Protease, aufcer RW, Trypsin, Faktor IXa oder Faktor Vila 
einzusetzen, sofern sie geeignet ist, das erf indungsgemafce Fak- 
tor X-Analogon zu Faktor Xa zu prozessieren. 

Gemafc einer weiteren Aus fuhrungs form der Erfindung enthalt das 
Faktor X-Analogon eine Modif ikation, die eine Aktivierung des 
Faktor X-Analogon zu Faktor Xa, vorzugsweise nativem Faktor Xa, 
^in^vixg erlaubt. "Nativer" Faktor Xa bedeutet in diesem Zusam- 
menhang, dafc der aktivierte Faktor Xa, abgeleitet vom erfin- 
dungsgem&Ben Faktor X-Analogon, die dem nativem Faktor Xa ent- 
sprechende und homologe Aminosauresequenz aufweist und Faktor 
Xa-Aktivitat besitzt. Die Modif ikation ist dabei so gewahlt, daS 
eine Prozessierung von Faktor X zu Faktor Xa durch eine in vivo, 
also im Korper vorkommende Protease, vorzugsweise eine in der 
Blutgerinnungskaskade vorkommende Protease erfolgt. Die Protease 
kann dabei eine Protease ausgewahlt aus der Gruppe der Serinpro- 
teasen, wie etwa Faktor Ila, Faktor Xlla, Faktor XIa, Faktor Xa 
oder Kallikrein sein. Faktor X-Analoge, die neben der Modif ika- 
tion im Aktivierungspeptid eine Modif ikation im C-terminalen Be- 
reich des Faktor X-Molekfcls aufweisen, werden, wie oben be- 
schrieben, auch in vivo in die entsprechenden Faktor Xa-Analo§e 
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aktiviert . 

Obwohl beispielsweise von Wolf et al. (1991, J. Biol. Chem. 266: 
13726-137309) vermutet wurde, daS eine Endopeptidase wie Kex2, 
Furin oder PACE an der Prozessierung der von dieser Gruppe be- 
schriebenen Faktor Xa-Deletionsmutante beteiligt ist, geben sie 
keinerlei Hinweise uber den Einflufi einer dieser Proteasen bei 
der Prozessierung von Faktor X. Ebenso wird in der US 5,660,950 
die rekombinante Herstellung von PACE und die Verwendung der 
Protease zur Verbesserung der Prozessierung von Vitamin-K abhan- 
gigen Proteinen beschrieben. In einer Reihe von Aufzahlungen mit 
anderen Blutfaktoren wird auch Faktor X genannt, wobei jedoch 
diese Aussage verif izierende Daten fehlen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde zum erstenmal eindeu- 
tig gezeigt, daS eine der fur den ReifungsprozeS von Faktor X 
notwendige Protease eine bibasische Endoprotease , insbesondere 
endogen vorkommendes Furin, ist. In vivo vermittelt die Endo- 
protease in erster Linie die Spaltung des einzelkettigen Faktor 
X-Molekiils in die reife Form bestehend aus schwerer und leichter 
Kette. In vitro vermittelt sie zusatzlich die Abspaltung der 
Faktor X Propeptid-Sequenz (Beispiel 2) * 

Erf indungsgemafce Faktor X-Analoge, die eine Proteasespaltstelle 
fur eine nicht -naturlicherweise in einer Zelle vorkommende Pro- 
tease aufweisen, werden durch selektive Prozessierungsreaktion 
nur an den Stellen gespalten, die auch im nativen Faktor X ge- 
spalten werden. Dadurch wird rekombinantes Faktor X-Molekul er- 
halten, das lediglich aus der 22 kD leichten Kette und der ca. 
50 kD schweren Kette besteht und nicht durch unspezif ische Pro- 
zessierung auftretende inaktive Faktor X-Molekiile aufweist. Die- 
se modifizierten Faktor X-Molekaie werden, ebenso wie die nati- 
ven Faktor X-Molekule, nicht durch die intrazellulare Protease 
zu Faktor Xa aktiviert. Sie werden erst anschliefiend durch die 
entsprechenden Proteasen (vorzugsweise Serinproteasen oder Sub- 
tilisin-verwandte Proteasen) zu Faktor Xa aktiviert. 

Gemafc einer Ausfuhrungsf orm wird daher ein zweikettiges Faktor 
X-Analogon zur Verfugung gestellt. 
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Gem&S einer besonderen Ausfuhrungsform werden Faktor X-Analoge 
bereitgestellt, die vorzugsweise in gereinigter Form als ein- 
zelkettige Molekftle vorliegen. Durch Expression von Faktor X- 
Analogon in einer fur eine bibasische Protease defizienten Zel- 
len, wird pro-Faktor X als einzelkettiges Molekul erhalten. Das 
einzelkettige Faktor X-Molekul zeichnet sich durch seine hohe 
Stabilitat und molekulare Integritat aus. Bisher konnte ein ein- 
zelkettiges Faktor X-Molekul nicht in gereinigter Form isoliert 
werden, da es sehr rasch in die zweikettige Form prozessiert 
wird (Fair et al., 1984, Blood 64:194-204). Die rekombinanten 
einzelkettigen Faktor X-Analoge konnen durch spezifische Prozes- 
sierung in die zweikettige Faktor X-Form prozessiert und an- 
schliefcend zu Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon aktiviert wer- 
den. Dies kann dadurch erfolgen, dafi ein aus einer Protease- 
defizienten Zelle isoliertes einzelkettiges rekombinantes Faktor 
X-Molekul mit einer bibasischen Protease, wie Furin/PACE Oder 

logon prozessiert wird. r ^-^^^^^m^ 

Zweikettiges Faktor X-Analogon kann zu Faktor Xa bzw. Faktor Xa- 
Analogon aktiviert werden. Dies kann bespielsweise dadurch er- 
folgen, dafi ein Faktor X-Analogon, das durch eine Modifikation 
in Bereich des Aktivierungspeptids eine Furin- spezifische Spalt- 
stelle aufweist, aus einer Furin-def izienten Zelle als einzel- 
kettiges Molekul isoliert und anschliefcend durch in Kontakt 
bringen mit einer Endoprotease in ein aktiviertes Faktor Xa- 
Molekul prozessiert wird. 

Ebenso kann ein isoliertes, einzelkettiges Faktor X-Analogon, 
das eine Modifikation im Aktivierungspeptid aufweist, die eine 
alternative Prozessierung durch eine Protease aus der Gruppe der 
Serinproteasen oder Kallikrein ermdglicht, erst durch Behandlung 
einer bibasischen Endoprotease, wie etwa Furin, in ein zweiket- 
tiges Faktor X-Molekul gespalten und dieses im weiteren Verlauf 
mit einer Serinprotease derart in Kontakt gebracht werden, dafi 
eine Aktivierung zu Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon erfolgt. 

Ein als zweikettiges MolekCil aus einer Zellkultur isoliertes 
Faktor X-Analogon kann direkt mit der fur die Aktivierung spezi- 
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fischen Protease behandelt werden. 

Ein^^rart^^rhaltener Fakt or_Xa^zv^_ Fakt or Xa- Ana logon weist 
aufgrund der selektiven und gerichteten Prozessierungsreaktion 
eine hohe Stabil£tit~und strukturelle int€^HTat~^^ 
insbesonde re_f rei yon inakt iven Fak^3^X/Xa-Analogon- Intermedia- 
ten und autoproteolytischen Abteuprodukten . 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrif ft die 
rekombinante DNA kodierend fur die erf indungsgemafcen Faktor X- 
Analoge. Die rekombinante DNA resultiert nach Expression in 
einem Faktor X-Analogon mit einer Aminosauresequenz entsprechend 
dem humanen Faktor X, aufier dafi es eine Modifikation auf weist, 
die die Prozessierungsspezif itat und Prozessierungsprodukte be- 
einflufct, wogegen die biologische Koagulans-Aktivitat im wesent- 
lichen unbeeinf lufit bleibt. 

GemaE einem weiteren Aspekt werden auch transformierte Zellen 
enthaltend die rekombinante DNA zur Verfugung gestellt. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine Preparation ent- 
haltend ein gereinigtes Faktor X-Analogon oder ein Vorlauf erpro- 
tein davon, das eine Modifikation im Bereich der natilrlicherwei- 
se vorkommenden Faktor Xa-Aktivierungsstelle auf weist. Die Modi- 
fikation im Bereich der Aktivierungsspaltstelle ist eine neue, 
nicht-naturlicherweise an dieser Position im Polypeptid vorkom- 
mende Erkennungs- bzw. Spaltstelle fur eine Protease, die das 
Polypeptid normalerweise nicht an dieser Stelle prozessiert. Die 
Praparation kann dabei eine gereinigte Preparation von einzel- 
kettigem oder zweikettigem Faktor X-Analogon sein, wobei die 
Polypeptide aus einem Zellkultursystem entweder nach Isolierung 
aus dem Zellkulturiiberstand oder aus einem Extrakt einer Zell- 
kultur erhalten werden. Ein aus einem Zellkultursystem vorgerei- 
nigtes rekombinantes Faktor X-Analogon kann liber aus dem Stand 
der Technik bekannte Verfahren weiter gereinigt werden. Dazu 
eignen sich insbesondere chromatographische Verfahren, wie Gel- 
filtration, Ionenaustauscher- oder Af f initatschromatographie . 

GemaS einer Ausfuhrungsf orm enthalt die erf indungsgemafie Prapa- 
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ration das Faktor X-Analogon vorzugsweise als einzelkettiges Mo- 
lekul in isolierter Form. Eine derartige Preparation wird da- 
durch hergestellt, daS ein durch rekombinante Herstellung gewon- 
nenes Faktor X-Analogon als einzelkettiges Molekul aus einem 
Zellsystem, vorzugsweise einer Zellkultur von Zellen, denen die 
Endoprotease fehlt, welche die Einzelkette in schwere und 
leichte Kette spaltet. 

GemaE einem besonderen Aspekt enthalt die Praparation einzelket- 
tiges Faktor X-Analogon mit einer Modif ikation, die eine Akti- 
vierung zu Faktor Xa durch eine der Proteasen, ausgewahlt aus 
der Gruppe der bibasischen Endoproteasen, wie etwa Kexin/Kex2, 
Furin/PACE, PC1/PC3 , PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7 in vitro erlaubt. 
Die Aktivierung erfolgt dabei durch In-Kontakt-bringen des Fak- 
tor X-Analogons mit der Protease, wobei aufgrund der naturlich 
vorkommenden Prozessierung eine Spaltung in die mature Faktor X- 
Form und durch die Modi fikat ion eine Abspaltung des Aktivie- 
rungspeptids erfolgt und Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon ent- 
steht . 

In der erf indungsgemafien Praparation kann das Faktor X-Analogon 
als einzelkettiges Molekul entweder als Faktor Xa (FXa) oder mit 
einer Deletion des fi-Peptids vorliegen. Die Praparation enthalt 
insbesondere Faktor X-Analogon in enzymatisch inaktiver Form mit 
einer Reinheit von minde s t en s _8 O^Jfc , ^ vg^ 

bevorzugt von 95 %, und enthalt keine inaktiven, proteolytischen 
Intermediate von Faktor X/Xa-Analogon. 

Gemafi einer weiteren Aus fGhrungs form enthalt die erf indungsge- 
miiEe Praparation das Faktor X-Analogon vorzugsweise als zweiket- 
tiges Molekul in isolierter Form. Dazu wird beispielsweise ein 
durch rekombinante Herstellung als einzelkettiges Molekul aus 
einem Zellsystem gewonnenes Faktor X-Analogon in vitro, also 
auSerhalb der Zelle, durch eine Protease, vorzugsweise eine bi- 
basische Protease, in die zweikettige Form gespalten. Dies kann 
dadurch erfolgen, dafi die Protease direkt mit dem Kulturuber- 
stand der Faktor X-Analogon exprimierenden Klone gemischt wird, 
entweder durch Mischen der gereinigten Protease oder eines 
Zellkulturuberstahdes einer die Protease in rekombinanter Form 
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exprimierenden Zellkultur, oder durch Co-Kultivierung von Faktor 
X-Analogon und Protease -exprimierenden Klonen. 

Ebenso kann der Zellkulturuberstand, enthaltend das Faktor X- 
Analogon oder das gereinigte Faktor X-Analogon, mit einer immo- 
bilisierten Protease in Kontakt gebracht werden, wobei eine Pro- 
zessierung in die zweikettige Form stattfindet. Bei die^em^^jr^ 
fahren istdjj^^^ gebunden und 

Preparation enthal- 
tend das Faktor X-Analogon wird uber diese Matrix geSTtetT^e'- 
doch ist auch die Immobilisierung des Faktor X-Analogons denk- 
bar, w£hrend die Protease in der mobilen Phase ist. Ebenso kon- 
nen die Reaktanden (Faktor X-Analogon und Protease) gemischt und 
uber einen bestimmten Zeitraum inkubiert werden. Die Protease 
wird anschliefcend aus dem Gemisch, beispielsweise durch Affini- 
tatschromatographie entfernt. 

Die zweikettige Form des Faktor X-Analogons kann auch durch Co- 
expression der Protease und des Faktor X-Analogon direkt in ei- 
ner gegebenen Zelle gewonnen und gegebenenf alls gereinigt wer- 
den. 

Gemafi einer besonderen Aus fuhrungs form der Erfindung enthalt die 
Preparation ein einzelkettiges oder zweikettiges Faktor X-Analo- 
gon mit einer Modif ikation, die eine Aktivierung zu Faktor Xa 
bzw. Faktor Xa-Analogon in vitro erlaubt. Die Aktivierung von 
Faktor X-Analogon zu Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon kann da- 
bei erfolgen durch In-Kontakt-bringen des Faktor X-Analogons mit 
einer Protease, ausgewahlt aus der Gruppe der bibasischen Endo- 
proteasen, wie etwa Kexin/Kex2, Furin/PACE, PC1/PC3, PC2 , PC4, 
PACE 4, LPC/PC7, der Gruppe der Serinproteasen, wie etwa Faktor 
Xlla, Faktor XIa, Faktor Ha, Faktor Xa, oder von Kallikrein, 
oder einem Derivat dieser Proteasen. Die Protease kann dabei an 
einen Trager immobilisiert sein. 

Die erfindungsgemafie Preparation kann als Ausgangsmaterial zur 
Herstellung und Gewinnung von Faktor Xa dienen. Dazu wird in 
einem grofitechnischen Ansatz die Preparation, enthaltend ein- 
zelkettiges oder zweikettiges Faktor X-Analogon, beispielsweise 
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mit einer, gegebenenf alls immobilisierten, Protease unter Bedin- 
gungen, die eine optimale Aktivierung von Faktor X-Analogon zu 
Faktor Xa erlauben, in Kontakt gebracht und Faktor Xa bzw. Fak- 
tor Xa-Analogon erhalten. Der so gewonnene Faktor Xa/-Analogon 
kann anschlieSend uber allgemein bekannte Methoden zu einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung formuliert werden. 

GemaS einer besonderen Ausfuhrung enthalt die Preparation, ent- 
haltend das gereinigte, einzelkettige oder zweikettige Fakto r X- 
Analogor^ ^ ist gegebe- 

nenfalls als pharmazeutisches Praparat formuliert. Die Formulie- 
rung kann in an sich ublicher Weise erfolgen und mit einem Puf- 
fer enthaltend Salze, wie NaCI, CaCl 2 , und Aminosauren, wie Gly- 
cin und/oder Lysin, bei einem pH im Bereich von 6 bis 8 gemischt 
und als pharmazeutisches Praparat formuliert sein. Die gereinig- 
te Preparation enthaltend Faktor X-Analogon kann als fertige 
Losung, Lyophilisat oder tiefgefroren bis zum Endgebrauch als 
lagerfahiges Produkt bereitgestellt werden. Vorzugsweise erfolgt 
die Lagerung der Preparation in lyophilisierter Form und wird 
mit einer entsprechenden Rekonstitutionsldsung in eine optisch 
klare Losung geldst. 

f Die Preparation gemaiS der vorliegende Erfindung kann jedoch auch 
als Flussigpreparat bzw. in f lussig-tiefgef rorener Form zur Ver- 
J fugung gestellt werden. Die erf indungsgemeSe Preparation ist be- 
| sonders stabil, d.h. sie kann auch in geloster Form uber lengere 
I Zeit vor der Applikation stehen gelassen werden. Es hat sich ge- 
l zeigt, da£ die erf indungsgemefce Preparation fur mehrere Stunden 
bis Tage keinerlei Aktivitatsverlust zeigt. 

Die erf indungsgemeSe Preparation kann in einer geeigneten Vor- 
richtung, vorzugsweise einer Applikationsvorrichtung, in [Combi- 
nation mit einer Protease, ausgewahlt aus der Gruppe der Endo- 
proteasen, wie etwa Kexin/Kex2 # Furin/PACE, PC1/PC3 , PC2, PC4, 
PACE 4, LPC/PC7, der Gruppe der Serinproteasen, wie etwa Faktor 
Ila, Faktor Xlla, Faktor XIa, Faktor Xa, oder von Kallikrein, 
oder einem Derivat dieser Proteasen, vorliegen. 

Die erf indungsgemaSe Preparation enthaltend ein Faktor X-Ana- - 
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logon in Kombination mit einer Protease, die in der Lage ist, 
das Faktor X-Analogon zu Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon zu 
aktivieren, kann als Kombinationspraparat bereitgestellt werden, 
bestehend aus einem Behalter enthaltend eine an einen Trager 
immobilisierte Protease, , gegebenenf alls in Form einer Mini-Saule 
Oder einer mit einer Protease bestuckten Spritze und einem Be- 
halter enthaltend die pharmazeutische Preparation mit Faktor X- 
Analogon. Zur Aktivierung des Faktor X-Analogons wird die Faktor 
X-Analogon-haltige Losung beispielsweise fiber die immobilisierte 
Protease gedruckt . ,Die Faktor X-An ^ogon-h altig e Losung ist da- 
bei wahrend der Lagerung des Pragarates^vorzugsweise von der 
P rote ase raumlich getrennt. Die erf indungsgemafce Preparation 
kann liri glei^ehnBefilKer wie die Protease sein, wobei die Kom- 
ponenten jedoch durch eine impermeable Trennwand, die bei etwai- 
gem Gebrauch leicht zu entfernen ist, raumlich getrennt sind. 
Die Losungen konnen auch in eigenen Behaltern aufbewahrt werden 
und erst kurz vor Anwendung miteinander in Kontakt geracht 
werden . 

In einer besonderen Ausftihrungsform ist die zur Aktivierung ein- 
gesetzte Protease eine auch nattirlicherweise bei der Blutgerin- 
nung beteiligte Serinprotease, wie etwa Faktor XI la oder Faktor 
XI a, die vor der Applikation nicht vom aktivierten Faktor Xa 
abgetrennt werden mu£, sondern mit ihr appliziert werden kann. 

Die Aktivierung von Faktor X-Analogon zu Faktor Xa kann kurz vor 
dem direkten Gebrauch, also vor der Applikation am Patienten er- 
folgen. Die Aktivierung kann durch in Kontakt -bringen mit einer 
immobilisierten Protease oder durch Mischen von Losungen, ent- 
haltend einerseits eine Protease und Faktor X-Analogon anderer- 
seits, erfolgen. Es ist daher moglich die beiden Komponenten ge- 
trennt voneinander in Losung zu halten und durch eine geeignete 
Infusionsvorrichtung, bei der die Komponenten wahrend des Durch- 
laufs in Kontakt kommen, zu mischen und so das jeweilige Molekul 
zu Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon zu aktivieren. Dem Patien- 
ten wird so ein Gemisch von Faktor Xa und einer weiteren Serin- 
protease, die die Aktivierung bewirkt hat, verabreicht. Hierbei 
ist insbesondere auf die Dosierung zu achten, da durch die zu- 
satzliche Gabe einer Serinprotease auch endogener Faktor X akti- 
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viert wird und damit die Gerinnungszeit verkurzt sein kann. 

Gemefi einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die pharmazeutische 
Preparation in einer geeigneten Vorrichtung, vorzugsweise einer 
Applikationsvorrichtung, . entweder in f lussig-gef rorener oder 
lyophilisierter Form zur Verfugung gestellt. Eine geeignete 
Applikationsvorrichtung kann dabei ein gemafi der AT 366 916 oder 
der AT 382 783 beschriebener Doppelkammerspritzenkorper sein, 

Gemafi einen Aspekt der Erfindung enthalt die Preparation ein 
Faktor X-Analogon mit einer Modif ikation, die Aktivierung von 
Faktor X-Analogon zu einem Faktor Xa in vivo erlaubt. Die Faktor 
X-Analoge der erf indungsgemafien Preparation weisen insbesondere 
eine Modifikation auf , die eine Erkennungsstelle/Spaltstelle fur 
eine Protease, ausgewahlt aus der Gruppe der Serinproteasen, wie 
etwa Faktor Xlla, Faktor XIa, Faktor Xa, oder von Kallikrein 
darstellt und werden durch eine der genannten Proteasen in vivo 
zu nativem Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon gespalten. Dabei 
sind besonders fur den therapeutischen Einsatz solche Faktor X- 
Analoge von Vorteil, die eine Erkennungs-/Spaltstelle fur eine 
innerhalb der Gerinnungskaskade vom Faktor VIIa/Gewebe-Komplex 
und dem Tenase-Komplex unabhangige Protease auf weisen. Dadurch 
kann die erf indungsgemeSe Preparation bei der Blutstillung so- 
wohl bei Patienten mit Defizienzen des Faktor IX, des Faktor VII 
als auch des Faktor VIII eingesetzt werden. Bei Patienten, bei 
denen eine Storung der Blutgerinnung aufgrund einer Faktor XI- 
oder Faktor XII-Def izienz auftritt, sollten keine pharmazeuti- 
schen Preparationen enthaltend Faktor X-Analogon, die durch 
Faktor Xlla oder Faktor XIa aktiviert werden, eingesetzt werden. 
Bei z.B. Faktor XI-Def izienz were der Einsatz eines Faktor X- 
Analogon mit einer Faktor Xlla-Schnittstelle einsetzbar. 

G ema£ einem^ weiteren_^ gekt ^der E^f indtmg^enthal t die erfi n- 
dungsgemaSe Preparation^ gegebenenf alls als weijteren^estMdteil 
e &e^®&tor in j^^^s^yn^en 

protease. Bevorzugt sind dabei als weitere Bestandteile^soXche 
Kom ponenten mi t Faktqr^ VIII-B ypass-Aktivitet . Dazu gehdren ins- 
besondere Faktor II, Faktor VII,~Fakto?l[X, Faktor VIII, Faktor 
V und/oder die aktiven Serinproteasen davon. Weitere Bestand- - 
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teile kdnnen jedoch auch Phospholipide, Ca-Ionen u.a. sein. Ge- 
ma£ einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung enthalt die 
erf indungsgemaEe Praparation mindestens eine weitere Komponente 
mit Faktor VTII-Bypass-Aktivitat . 

Die er f indta^^ 

ration mit Faktor Xa-Aktivitat als Einkqmponenten-Praparat oder 
in Kombination mit anderen Faktoren als Mehrkomponentenpraparat 
zur Verfugung gestellt werdeiK — ^^^^^-^^ 

Vor der Aufbereitung in eine pharmazeutische Praparation wird 
das gereinigte Protein den ublichen Qualitatskontrollen unter- 
zogen und in eine therapeutisch verabreichbare Form gebracht. 
Insbesondere wird bei der * rekombinanten Herstellung das gerei- 
nigte Praparat auf Abwesenheit von zellularen und vom Expres- 
sionsvektor stammenden Nukleinsauren getestet, vorzugsweise ge- 
ma£ einem Verfahren, wie es in der EP 0 714 987 beschrieben ist. 

Da prinzipiell jedes biologische Material mit infektiosen Keimen 
kontaminiert sein kann, wird zur Herstellung eines sicheren Pr&- 
parates die Praparation gegebenenf alls zur Inaktivierung bzw. 
Abreicherung von Viren behandelt. 

Gemafi einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine 
Praparation, enthaltend Faktor Xa-Analogon mit hoher Stabilitat 
und struktureller Integritat, zur Verfugung gestellt, die insbe- 
sondere frei ist von inaktiven Faktor X/Xa-Analogon- Intermedia- 
ten und autoproteolytischen Abbauprodukten und dadurch erh£lt- 
lich ist, dafi ein Faktor X-Analogon der oben beschriebenen Art 
aktiviert und zu einer entsprechenden Praparation zubereitet 
wird. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung einer 
Praparation der oben beschriebenen Art zur Herstellung eines 
Arzneimittels. Ein Arzneimittel enthaltend ein erf indungsgemaSes 
Faktor X-Analogon bzw. Faktor Xa-Analogon eignet sich insbeson- 
dere zur B ehandlung_y on_Patient en^jni^^ der Blutgerin- 
nung, wie etwa Hamophi 1 ie.- Pat i enten .■■^de.xJte.tienten , welche 
inhibierende Antikdrper gegen die ublicherweise zur Behandlung 
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eingesetzten FaJctor VIII und/oder IX entwickelt haben, und 
insbesondere als Pr&parat mit Faktor VIII-Bypass-Aktivitat . 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung einer 
Nukleinsaure enthaltend die kodierenden Sequenzen der erfin- 
idungsgemaBen Faktor X-Analogen zur Herstell ung eines Arzneimit- 
tels. Dabei kanir~dle NuKleinsaure, sof ern sie : geeignete Expres- 
ITiohskontrollsequenzen enth&lt, als nackte Nukleinsaure appli- 
ziert werden, in einem rekombinanten Expressionsvektor inte- 
griert sein oder an einen Trager, entweder ein Phospholipid oder 
ein virales Partikel gebunden sein. Die Nukleinsaure kann dabei 
zur Herstellung eines Arzneimittels verwendet werden, das sich 
insbesondere zur Behandlung von Patienten mit St6rungen der 
Blutgerinnung, wie etwa Hamophilie- Patienten oder Hamophilie- 
Patienten mit inhibitorischen Antik6rpern eignet. Ein Einsatz 
der Nukleinsaure in der Gentherapie ist ebenfalls denkbar. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Herstellung der erf indungsgemafien Faktor X-Analogen und eine 
Praparation enthaltend ein erf indungsgemaJSes Faktor X-Analogon. 
Dazu wird eine fur ein Faktor X-Analogon kodierende Sequenz in 
ein geeignetes Expressionsystem eingebracht und entsprechende 
Zellen, vorzugsweise permanente Zellinien, mit der rekombinanten 
DNA transfiziert . Die Zellen werden unter optimalen Bedingungen 
fur die Genexpression kultiviert und Faktor X-Analoge entweder 
aus dem Extrakt einer Zellkultur oder dem Zellkulturuberstand 
isoliert. Die Reinigung des rekombinanten Molekuls kann durch 
alle bekannten chromatographischen Verfahren, wie Anionen- oder 
Kationenaustauscher- , Affinitats- oder Immunaf f initatschromato- 
graphie, oder einer Kombination davon, weiter gereinigt werden, 

Zur Herstellung der erf indungsgemafcen Faktor X-Analogen wird die 
komplette fur Faktor X kodierende cDNA in einen Expressionsvek- 
tor kloniert. Dies erfolgt entsprechend den allgemein bekannten 
Klonierungstechniken. Die fir Faktor X kodierende Nukleotidse- 
quenz wird anschliefcend derart modifiziert, daS die kodierende 
Sequenz im Bereich des Aktivierungspeptids und gegebenfalls auch 
im Bereich des C-terminalen 6-Peptids derart verandert wird, da£ 
ein Faktor X-Molekul der oben beschrieben Art hergestellt werden 
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kann. Dies erfolgt durch aus dem Stand der Technik bekannte gen- 
technische Methoden, wie spezifische gerichtete in vitro-Mutage- 
nese, oder Deletion von Sequenzen, beispielsweise durch Restrik- 
tionsverdau durch Endonukleasen und Insertion anderer, verander- 
ter Sequenzen, oder durch PCR. Die so hergestellten Faktor X- 
Mutanten werden dann in ein fur die rekombinante Expression ge- 
eignetes Expressionssystem inseriert und exprimiert. 

Die erfindungsgemafcen Faktor X-Analoge konnen ebenfalls durch 
chemische Synthese hergestellt werden. 

Die Faktor X-Analoge werden vorzugsweise durch rekombinante Ex- 
pression hergestellt. Die gentechnische Herstellung kann mit 
alien gangigen Expressionssystemen, wie z.B. permanenten Zell- 
linien oder viralen Expressionssystemen, erfolgen. Die permanen- 
ten Zellinien werden hergestellt durch stabile Integration der 
Fremd-DNA in das Wirtszellchromosom von z.B. Vero, MRC5, CHO, 
BHK, 293, Sk-Hepl, insbesondere Leber- und Nierenzellen, oder 
durch einen episomalen Vektor, abgeleitet von z.B. Papilloma 
Virus. Virale Expressionssysteme, wie beispielsweise Vaccinia 
Virus, Baculovirus oder retrovirale Systeme konnen ebenfalls 
eingesetzt werden. Als Zellinien werden allgemein Vero, MRC5, 
CHO, BHK, 293, Sk-Hepl, Drusen-, Leber- und Nierenzellen einge- 
setzt. Als eukaryontische Expressionssysteme konnen auch Hefen, 
endogene Driisen (z.B. Driisen transgener Tiere) und andere Zell- 
typen verwendet werden. Naturlich konnen auch transgene Tiere 
zur Expression der erf indungsgemaSen Polypeptide oder Derivaten 
davon verwendet werden. Zur Expression der rekotnbinanten Prote- 
ine haben sich im speziellen CHO-DHFR--Zellen bewahrt (Urlaub et 
al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 77:4216-4220). 

Zur rekombinanten Herstellung der erf indungsgemaSen Faktor X- 
Analoge konnen auch prokaryontische Expressionssysteme einge- 
setzt werden. Hierzu eignen sich insbesondere Systeme, die eine 
Expression in E. coli oder B. subtilis erlauben. 

Die Faktor X-Analoge werden in den entsprechenden Expressions- 
systemen unter der Kontrolle eines geeigneten Promotors expri- 
miert. Im Fall der Expression in Eukaryonten eignen sich dazu 
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alle bekannten Promotoren, wie SV40-, CMV-, RSV- , HSV-, EBV-, £- 
Actin-, hGH oder induzierbare Promotoren, wie z.B. hsp- Oder Me- 
tallothionein-Promotor. Vorzugsweise werden die Faktor X-Analoge 
unter Kontrolle des fi-Actin-Promotors in CHO-Zellen exprimiert . 

Gemafc einer Ausfuhrungsform der Erf indung umfafct das Verfahren 
zur Herstellung der erf indungsgemafcen Preparation die Schritte 
des Bereitstellens einer fur ein Faktor X-Analogon kodierenden 
DNA, Transformation einer Zelle mit der rekombinanten DNA, Ex- 
pression des Faktor X-Analogons, gegebenenf alls in Gegenwart 
einer Protease, Isolieren des Faktor X-Analogons und gegebenen- 
falls Reinigung uber ein chromatographisches Verfahren. 

GemaS einer Ausf Ohrungsf orm des Verfahrens wird das Faktor X- 
Analogon als zweikettiges Molekul isoliert. Dazu wird Faktor X- 
Analogon in einer Zelle exprimiert, die eine Prozessierung von 
pro-Faktor X-Analogon in zweikettigen Faktor X-Analogon erlaubt. 
Die Zelle ist dabei vorzugsweise eine Zelle, die eine fur die 
Prozessierung des Faktor X-Vorl^ufers f§hige Protease, etwa eine 
bibasische Protease, wie Furin oder ein Derivat davon, expri- 
miert. Gegebenenf alls kann zur Erhohung bzw. Verbesserung der 
Prozessierungseffizienz die Zelle derart modifiziert werden, daS 
sie die Protease verstarkt exprimiert. Dies kann beispielsweise 
durch Co-Expression einer entsprechenden bibasischen Endoprote- 
ase, etwa Furin/ PACE, Kex2 oder einem Derivat davon erfolgen. 
Das erfindungsgemSSe Faktor X-Analogon kann ebenfalls in einer 
Zelle exprimiert werden, die eine normale oder damit fur die 
Prozessierung suboptimale endogene Konzentration einer Protease 
aufweist und demzufolge eine unvollstandige Prozessierung in die 
zweikettige Form stattfindet. Die anschlieSende Prozessierung in 
schwere und leichte Kette erfolgt in diesem Fall, sofern einket- 
tiges Faktor X-Analogon in den Zelluberstand sezerniert wird, 
wie oben beschrieben, durch Co-Kultivierung mit Protease -expri- 
mierenden Zellen oder In-Kontakt-bringen mit einer, gegebenen- 
falls immobilisierten, Protease. Der Zelluberstand kann auch 
uber eine Tragermatrix, an die eine Protease gebunden ist, ge- 
pumpt werden, wodurch im Eluat zweikettiges Faktor X-Analogon 
erhalten wird. Auch konnen die Reaktanden in Losung gemischt, 
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fur einen bestimmten Zeitraum inkubiert unci anschliefcend die 
Protease beispielsweise uber eine Af f initcttsmatrix entfernt 
werden . 

Das so erhaltene zweikettige Faktor X-Analogon kann anschliefcend 
isoliert, gereinigt und bis zur weiteren Verwendung, wie oben 
beschrieben, stabil gelagert werden. 

In einer besonderen Ausfiihrungsform wird zweikettiges, gegebe- 
nenfalls gereinigtes Faktor X-Analogon mit einer Protease ausge- 
wahlt aus der Gruppe der Endoproteasen, wie etwa Kexin/Kex2, 
Furin/PACE, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7 , der Gruppe der 
Serinproteasen, wie etwa Faktor XI la, Faktor XIa, Faktor Xa, 
Faktor Ila, oder von Kallikrein, Oder einem Derivat dieser 
Proteasen, in vitro Kontakt gebracht wird, unter Bedingungen, 
unter denen das Faktor X-Analogon zu nativem Faktor Xa oder 
einem Faktor Xa-Analogon aktiviert wird. 

Gema£ einer Ausfiihrungsform erfolgt die Aktivierung durch einen 
chromatographischen Schritt, bei detn die Protease an einen Tra- 
ger immobilisiert ist. Gereinigtes zweikettiges Faktor X-Analo- 
gon wird dazu uber eine Matrix, an die die Protease gebunden 
ist, geleitet und aus dem Eluat gereinigter Faktor Xa isoliert. 

Gemafi einer anderen Ausfiihrungsform werden die Komponenten ge- 
mischt und die Protease selektiv aus dem Gemisch entfernt. 

Es ist naturlich auch eine Kombination von Prozessierung von 
einzelkettigem pro-Faktor X-Analogon in die zweikettige Faktor 
X-Analogon -Form und Aktivierung zu Faktor Xa in einem einzigen 
Verfahren moglich. Einzelkettiges Faktor X-Analogon oder eine 
Vorstufe davon wird dazu direkt mit einer bibasischen Protease, 
vorzugsweise Furin oder einem Derivat davon, die eine Prozessie- 
rung in schwere und leichte Kette und eine Aktivierung zu Faktor 
Xa erlaubt, in Kontakt gebracht. Faktor X-Analogon, das keine 
Spaltstelle fur Furin oder einem Derivat davon im Aktivierungs- 
peptid aufweist, wird gegebenenfalls mit einer weiteren, von der 
ersten verschiedenen Protease, die jedoch eine Aktivierung er- 
moglicht, in Kontakt gebracht. Die Proteasen konnen dabei in ei- 
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ner Mischung, beispielsweise von Furin und Faktor XIa vorliegen. 

Die Aktivierung kann auch durch eine Kombination beider Schritte 
durch nacheinandergeschaltene, miteinander direkt verbundene 
Vorrichtungen, vorzugsweise von Tragern, wie etwa Saulen, an die 
die Protease (n) immobilisiert ist (sind) , erfolgen. Dabei er- 
folgt am ersten Trager eine Spaltung von Faktor X in schwere und 
leichte Kette und am zweiten eine Aktivierung zu Faktor Xa durch 
die immobilisierte Protease. Eine Kopplung der Trager kann dabei 
durch direkte Verbindung des Auslauf s der ersten Saule mit dem 
EinlaS der zweiten SSule erfolgen. 

Die Reaktionsbedingungen fur die Prozessierungsreaktion (en) und 
die Aktivierung konnen ohne weiteres vom Fachmann je nach Ver- 
suchsanordnung der gegebenen Rahmenbedingungen optimiert werden. 
Dabei ist fur die Kontaktdauer die Fliefigeschwindigkeit der vor- 
liegenden Reaktanden von besonderer Bedeutung. Diese sollte im 
Idealfall zwischen 0,01 ml/min und 1 ml/min liegen. Als weitere 
Parameter sind Temperatur, pH-Wert und Elutionsbedingungen von 
Bedeutung. Nach dem Durchlauf kann aktivierter Faktor Xa gegebe- 
nenfalls uber selektive Chromatographie weiter gereinigt werden. 
Die Durchftthrung des Verfahrens mit jeweils an einen TrSger ge- 
bundener Protease ist deshalb von besonderem Vorteil, da die 
Reaktionsanordnung durch Verwendung eines Tr&gers, vorzugsweise 
von Chromatographiesaulen, einen zusatzlichen Reinigungsschritt 
ermoglicht . 

Gemafc einem weiteren Aspekt zur Herstellung eines Faktor X-Ana- 
logons wird Faktor X-Analogon als einzelkettiges Molekul iso- 
liert. Dazu wird das Faktor X-Analogon in einer Zelle expri- 
miert, die die Prozessierung der Einzelkette in eine leichte und 
eine schwere Kette nicht unterstatzt . Die Zelle weist dabei vor- 
zugsweise eine Defizienz einer bibasischen Endoprotease, wie 
etwa Kexin, Furin, PACE auf . Wie im Rahmen der Erfindung festge- 
stellt wurde, ist eine der wesentlichen fur die Spaltung von 
Faktor X in leichte und schwere Kette verantwort lichen Proteasen 
Furin. Aus einer solchen Endoprotease -def izienten-Mutantenzelle 
kann Faktor X-Analogon als einzelkettiges Molekul isoliert wer- 
den. Ein derart isoliertes und gegebenenf alls gereinigtes Faktor 
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X-Analogon wird anschliefiend mit einer Protease, ausgewahlt aus 
der Gruppe der Endoproteasen, wie etwa Kexin/Kex2, Furin/PACE, 
PC1/PC3 , PC2 , PC4 # PACE 4, LPC/PC7, in Kontakt gebracht, unter 
Bedingungen unter denen einzelkettiges Faktor X-Analogon in die 
zweikettige Faktor X-Form gespalten wird. Erf indungsgemafie Fak- 
tor X-Analoge, die eine Modifikation im Bereich des Aktivie- 
rungspeptids aufweisen, die eine Spaltung durch eine dieser 
Endoproteasen ermoglicht, konnen durch dieses Verfahren gegebe- 
nenfalls direkt durch in Kontakt -bringen mit der Endoprotease 
von einzelkettigem Faktor X-Analogon zu Faktor Xa bzw. Faktor 
Xa-Analogon aktiviert werden. 

Erf indungsgemafie Faktor X-Analoge, die im Bereich des Aktivie- 
rungspeptids eine Modifikation aufweisen, die eine Spaltung 
durch eine Serinprotease oder Kallikrein ermoglicht, werden nach 
der Herstellung zu zweikettigem Faktor X-Analogon mit einer wei- 
teren, von der ersten verschiedenen Protease in Kontakt gebracht 
und zu Faktor Xa-Analogon aktiviert. 

GemSfi einem Aspekt der Erf indung wird durch das Verfahren eine 
Preparation enthaltend aktiven Faktor Xa bzw. ein aktives Faktor 
Xa-Analogon dadurch erhalten, daS, ein wie oben beschrieben her- 
gestelltes, Faktor X-Analogon einem Aktivierungsschritt unter- 
zogen wird und das aktivierte Polypeptid zu einer gereinigten 
Preparation, die gegebenenf alls als pharmazeutische Zusammen- 
setzung formuliert ist, weiterverarbeitet wird. 

Mit den erf indungsgemafien Faktor X-Analogen, die durch einen 
oben beschriebenen Prozefi zu Faktor Xa aktiviert werden, wird 
gereinigter Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon mit hoher Stabi- 
litat und struktureller Integrity und insbesondere frei von 
inaktiven Faktor X/Xa- Intermediate^ gewonnen. 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele und der 
Zeichnungsf iguren naher beschrieben, wobei sie jedoch nicht auf 
diese besonderen Ausfuhrungsbeispiele beschrankt ist. 

Beispiel 1 beschreibt die Konstruktion und Expression eines 
rFaktor X; Beispiel 2 beschreibt die Prozessierung von rFaktor X 
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in schwere und leichte Kette durch Purin; Beispiel 3 beschreibt 
die Prozessierung von pro-Paktor X mittels immobilisierter Pro- 
tease; Beispiel 4 beschreibt die Aktivitat des in vitro prozes- 
sierten rFaktor X; Beispiel 5 beschreibt die Expression von 
rFaktor X in Furin-def izienten Zellen; Beispiel 6 beschreibt die 
Konstruktion und Expression von rFaktor X-Analogen; Beispiel 7 
beschreibt die Bestimmung der N-Termini der Faktor X-Prozessie- 
rungsprodukte . Beispiel 8 beschreibt die Expression und Charak- 
terisierung des FX-Analogon mit der Furin-Spaltstelle Arg-Arg- 
Lys-Arg/Ile (rFX** 10 */ 1 ) ; Beispiel 9 beschreibt die in vitro- 
Aktivierung des rFX 10 ^/ 1 -Proteins durch rFurin-Derivate; Bei- 
spiel 10 beschreibt die Funktionalitat des in vitro aktivierten 
rekombinanten FX-Analogon rFX^XR/ 1 ; Beispiel 11 beschreibt die 
in vitro-Aktivierung des rFX-Analogon mit der FXIa-Spaltstelle 
Asp-Phe-Thr-Arg/Val fur FXIa. 



Es zeigen: 

Figur 1: Nukleotid-und Aminos^uresequenz von Faktor X 
Figur 2 : Schematische Darstellung der Faktor X-Analogen mit 

modif izierten Proteasen-Schnittstellen im Bereich des 

Aktivierungspeptids 
Figur 3: Schematische Darstellung des Express ionsvektors 

phAct-rFX 

Figur 4: West ernblot -Analyse von rFaktor X exprimiert in 

CHO- Zellen vor und nach Amplif ikation 
Figur 5: West ernblot -Analyse von rFaktor X nach in vitro- 

Spaltung mit Furinderivaten 
Figur 6: West ernblot -Analyse von rFaktor X-Molekulen exprimiert 

in Furin-haltigen und Furin-def izienten Zellen 
Figur 7: Schematische Darstellung der rFX/rFXa-Analogon-Kon- 

strukte mit veranderten C-Termini der schweren Kette 
Figur 8 : Schematische Darstellung der N-Termini der rFaktor 

X-Prozessierungsprodukte von Furin-enthaltender und 

Furin-def izienter CHO-Zellen vor und nach Behandlung 

mit rFurin 

Figur 9: Westernblot -Analyse von rFaktor FX 1 ^^/ 1 , exprimiert 
in CHO-Zellen 

Figur 10: Westernblot -Analyse von rFaktor fx 1 ^ 1 ^/ 1 nach in 
vitro-Aktivierung mit Furinderivat . 
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Figur 11: Westernblot -Analyse von rFaktor fx dftr / v nach in 
vitro-Aktivierung mit Furinderivat . 

Die Expressionsvektoren wurden mittels Standard- Klonierungstech- 
niken (Maniatis et al., "Molecular Cloning"- A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New 
York, USA, 1983) hergestellt. Die Herstellung von DNA-Fragmenten 
mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) erfolgte durch allge- 
meine Methoden (Clackson et al., 1991m, PCR A practical 
approach. ED. McPherson, Quirke, Taylor, S. 187-214) . 

Beispiel 1: 

Expression und Prozessierung von einzelkettigem rFX zu rFX 
leichte/schwere Kette 

a. Herstellung des rFX Expressionsvektors 

Zur Herstellung von rekombinantem FX (rFX) wurde die cDNA von FX 
aus einer humanen Leber Lambda -cDNA- Bank, wie von Messier et al. 
beschrieben (1991, Gene 99:291-294), isoliert. Aus einem positi- 
ven Klon wurde mittels PCR mit Oligonukleotid #2911 (5 1 - 
ATTACTCGAGAAGCTTACCATGGGGCGCCCACTG-3 1 ) (SEQ. ID. Nr. 1) als 5'- 
Primer und Oligonukleotid #2912 (5 1 -ATTACAATTGCTGCAGGGATCCAC-3 • ) 
(SEQ. ID. Nr. 2) als 3 1 -Primer ein DNA-Fragment amplif iziert , 
das die l,467kB FX-kodierende Sequenz sowie 39bp der 3* nicht- 
translatierten Region, flankiert von einer Xhol-Schnittstelle, 
am 5 f -Ende und einer Mf el-Schnittstelle am 3 1 -Ende enthalt. 
Zusatzlich wurde durch den Primer #2911 die Sequenz ACC vor das 
ATG des FX eingebaut, so da£ eine optimale Kozak-Translations- 
initiat ions -Sequenz entsteht. AnschliefSend wurde dieses PCR-Pro- 
dukt als Xhol/Mfel-Fragment in den mit Sail und EcoRI geschnit- 
tenen Expressionsvektor phAct kloniert. Das resultierende Ex- 
press ionsplasmid wurde mit phAct-rFX bezeichnet (Figur 3) . Der 
Expressionsvektor phAct umfafit den humanen beta-Actin- Promoter, 
78bp 5'UTR sowie das Intron, eine multiple Klonierungsschnitt- 
stelle und die SV40-Polyadenylierungsstelle. 

b. Expression von rFX in CHO-Zellen 
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Zur Etablierung einer stabilen rFX-exprimierenden Zellinie wur- 
den dhfr-def iziente CHO-Zellen mit dem Expressionsplasmid phAct- 
rFX und dem Selektionsmarkerplasmid pSV-dhfr co-transf iziert . 
Pur alle weiteren Expressions- und Funktionsanalysen wurden die 
Zellkulturen mit serumfreiem Selektionsmedium in Anwesenheit yon 
10 /xg/ml Vitamin K 24 Stunden lang inkubiert. Die Expression von 
rFX in den resultierenden Zellklonen wurde anhand der Antigen- 
menge (ELISA, Asserachrom, Boehringer Mannheim) nachgewiesen und 
das rekombinante Protein anschliefiend mit SDS-PAGE charakteri- 
siert (Figur 4 A und B) . In den Initialklonen und Subklonen da- 
von liegt, wie im Western Blot erkennbar (Figur 4 A), das rekom- 
binante FX-Protein in der Form einer leichten Kette (LC) von 
22kD und einer schweren Kette (HC) von ca. 50 kD vor, die iden- 
tisch mit dem plasmatischen Faktor X- Protein sind. Zusatzlich 
ist eine Proteinbande bei 75kD zu erkennen, die dem einzelketti- 
gen (SO Molekul entspricht und deren Prasenz in FX-transf izier- 
ten CHO-Zellen (Wolf et al., J. Biol: Chem. 266:13726-13730, 
1991) sowie in humanem Plasma (Fair et al. f Blood 64:194-204, 
1984) beschrieben wurde. Zur Herstellung von hochexprimierenden 
Klonen wurden die Initialklone mit steigenden Mengen Methotrexat 
amplifiziert und anschliefiend bis zur Stabilisierung subklo- 
niert. Die Expression konnte von ca. 200-500 ng/10E6 Zellen bzw. 
1 /xg/ml auf 78 jzg/10E6 Zellen bzw. 120 fig/ml pro 24 Stunden ge- 
steigert werden. Die Western Blot -Analyse dieser hochexprimie- 
renden Zellklonuberstande (Figur 4 B und Figur 5 A Spur 2) zeigt 
eine Anreicherung des einzelkettigen rFX-Molekuls sowie die An- 
wesenheit zusatzlicher Formen der leichten Kette. Neben der 
22kD-Form der leichten Kette, die der plasmatischen Form ent- 
spricht (vollstandig carboxyliert und ohne Propeptid) liegen 
drei weitere Varianten der leichten Kette mit ca. 21kD, 22,5kD 
und 20kD vor. Die Heterogenitat der leichten Kette in diesen 
Klonen konnte mittels einer N-terminalen Sequenzierung des re- 
kombinanten Materials auf eine unvollst&ndige Abspaltung des 
Propeptids (hier: ca. 50 % des rFX Materials) sowie auf Unter- 
carboxylierxing (hier: ca. 50 % des rFX) zuruckgefxihrt werden. 
Das 21kD- Protein ist eine untercarboxylierte Propeptid-haltige 
und das 2 OkD- Protein eine untercarboxylierte Propeptid- freie 
Form der leichten Kette, wahrend die 22,5 kD-Bande die vollstan- 
dig carboxylierte ,~ jedoch Propeptid-haltige LC-Form reprasen- 
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tiert . 

Beispiel 2 : 

Prozessieruzig von einzelkettigen rFX in rFX leichte/schwere 
Kette durch rPurin-Derivate 

Aufgrund der Ahnlichkeit der Spaltstellen zwischen Faktor X 
Propeptid/N-Terminus der leichten Kette (RVTR4A) und zwischen 
leichter/schwerer Kette (RRKR4S) mit der Furin-Konsensus-Er- 
kennungssequenz (RXK/RR*X) bestand die Moglichkeit, die Prozes- 
sierung sowohl einzelkettiger als auch Propeptid-haltiger rFX- 
Molekule durch rFurin-Derivate in vitro zu verbessern. in der 
Literatur werden fur die beiden Prozessierungsschritte Proteasen 
vermutet, bei denen es sich jedoch nicht um Furin handelt 
(Rehemtulla et al., 1992, Blood 79:2349-2355; Wallin et al., 
1994, Thromb. Res, 1994: 395-403). 

ZellkulturuberstSLnde von CHO-rFX und CHO-rFurin ATM6xHis (Pa- 
ten tanme Idling EP 0 775 750 A2) sowie CHO-rFX und nicht -transfi- 
zierter CHO (als Negativkontrolle) wurden im Verhaltnis 1:1 ge- 
mischt und bei 37°C inkubiert. Aliquote der Reaktionsansatze 
wurden vor Inkubation (t=*0) und nach verschiedenen Inkubations- 
zeiten (t=2, 4, 6 Stunden) mittels Western Blot -Analyse auf pro- 
zessierten rFX getestet (Figur 5) . Der Nachweis von rFX in den 
Zellkulturuberstanden erfolgte mittels eines anti-humanen FX 
Antiserums (Figur 5 A) bzw. eines . monoklonalen Antikorpers spe- 
zifisch fur die leichte Kette des FX (Figur 5 B) . 

Im Gegensatz zu dem CHO-rFX/CHO-Gemisch weist das CHO-rFX/CHO- 
rFurin schon nach zwei Stunden Inkubation bei 37°C (Figur 5 A 
Spur 7; Figur 5 B Spur 8) eine fast vollstandige Prozessierung 
auf. Einzelkettiger rFX ist zum Grofiteil in die leichte und 
schwere Kettenform umgesetzt. Im Bereich der leichten Kette wur- 
den nur noch die prozessierten Propeptid-f reien Formen von 22kD 
(carboxylierte Form) und 20kD (untercarboxylierte Form) in einem 
Verhaltnis von ca. 50:50 gefunden. Durch Optimieren der Zellkul- 
turbedingungen kann dieses Verhaltnis zugunsten der carboxylier- 
ten Form verbessert werden. Die korrekte Abspaltung der Pro-Se- 
quenz zwischen Arg-1 xind Ala+1 und die Homogenitat des N-Termi- 
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nus der leichten Kette wurde mittels N-terminaler Sequenzierung 
festgestellt . Im Kontrollexperiment , in dem CHO-rFX mit CHO- 
Uberstanden gemischt wurde, ist auch nach einer 6-stundigen 
Inkubation keine Veranderung des rFX-Bandenmusters zu erkennen 
(Fig. 5A, Spur 5; Fig. 5B, Spur 6). Damit wurde nachgewiesen, 
daS rFurin im Uberstand von CHO-Zellen biologisch aktiv ist und 
sowohl die Prozessierung des Propeptids als auch der schweren/ 
leichten Kette von rFX durchfuhren kann. 

Beispiel3: 

Prozessierung von Faktor X mittels an Chela t- Ten takelgel- 
immobilisiertem rFurin 

Urn festzustellen, ob ein Substrat durch ein Saulen-gebundenes 
rFurin -Deri vat gespalten werden kann, wurde untersucht, ob als 
Saulen-Matrix statt Ni 2+ -NTA- Agarose in einem experimentellen 
Ansatz Fractogel EMD®-Tentakelgel (Fa. Merck) verwendet werden 
kann. Da die Metallionen hierbei im Vergleich zur Ni 2+ -NTA- 
Agarose raumlich weiter von der eigent lichen Saulen-Matrix ent- 
fernt sind, konnte eine verbesserte sterische ZugSnglichkeit des 
Substrats zum gebundenen rFurin-Derivat ermoglicht werden. In 
dem vorliegenden Ansatz wurde Pro-Faktor X durch Tentakelgel ge- 
bundenes rFurin-Derivat prozessiert: Das Fractogel EMD®-Tenta- 
kelgel wurde nach Herstellervorschrif t mit Ni 2+ -Ionen beladen 
und mit frischem Serum-freien Zellkulturmedium equilibriert . An- 
schlieSend wurde die Saule mit Serum-freiem CHO- rFurin -Deri vat - 
Uberstand beladen. Waschschritte erfolgten durch Serum- freies 
Zellkulturmedium, enthaltend steigende Imidazol-Konzentrationen 
bis 40mM. Anschliefiend wurde Pro-Faktor X als Serum- freier CHO- 
Uberstand uber die S^ule geleitet. Mittels Western Blot -Analyse 
mit spezif ischem Faktor X-Antiserum wurde die Prozessierung von 
Pro-Faktor X zu zweikettigem Faktor X im Durchflufi der S&ule 
nachgewiesen . 

Beispiel 4: 

Aktivitat des in vitro prozessierten rekombinanten Faktor X 

Rekombinanter Faktor X-Vorl&ufer wurde mit und ohne rFurin bei 
4°C inkubiert. Zu "verschiedenen Zeiten wurden Proben entnommen 
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und bei -20°C weggefroren. Nach AbschluS der Inkubation (nach 4 
Tagen) wurden alle Proben mittels FX-Coatest Kit (Fa. 
Chromogenix) auf FX-Aktivitat getestet. Dazu wurden 50 fil von 
jedem Uberstand mit 50 /xl FX-def izientem, humanen Plasma ver- 
setzt und laut Protokoll . des Herstellers rFX mit Schlangengif t 
(RW) in Anwesenheit von CaCl 2 zu rFXa umgesetzt; rFXa hydroly- 
siert anschliefiend das chromogene Substrat (S-2337) und fuhrt 
zur Freisetzung des gelbfarbigen Paranitroanilin. Da die Menge 
an rFXa und die Farbintensitat proportional zueinander sind, 
kann anhand einer Eichgerade, interpoliert aus Werten einer 
Plasma- Verdunnungsreihe, die Menge zu rFXa aktivierbarem rFX/ml 
Zellkulturuberstand bestimmt werden. Mit diesen Ergebnissen und 
der bekannten rFX-Antigenmenge (ELISA-Daten) kann der Anteil von 
zu Faktor Xa aktiviertem rFaktor X in % ausgerechnet werden. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. 

Um unspezif ische, proteolytische Aktivit£t in CHO- und CHO- 
rFurin-Uberstanden auszuschliefcen, wurde das Gemisch dieser 
beiden Zellkulturuberst&nde ebenso untersucht. 

CHO -rFX inkubiert mit CHO-Uberstanden (ohne rFurin) als Kon- 
trolle zeigte auch nach 4 Tagen keine wesentliche Anderung der 
rFXa-Aktivitat, die aufgrund der experimentellen Schwankungen 
bei etwa 800 mU/ml lag und 55 % - 61 % funktionellem rFX ent- 
sprach. Wurde im Vergleich dazu CHO-rFX mit CHO-rFurin inku- 
biert, so entstand wahrend der Inkubationszeit eine konstante 
Steigerung der rFX-Aktivitat , die von etwa 61 % (Zeitpunkt T=0) 
auf 86 % stieg (Tabelle 1) . 

Damit wurde nachgewiesen, daS durch in vitro Prozessierung von 
CHO-rFX aus hochexprimierenden Klonen mittels rFurin-Derivat der 
Anteil von zu funktionellem rFXa aktivierbaren rFX wesentlich 
verbessert wird. 
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Tabelle 1 





Inkubation 


Aktivitat 


Antigen 


Funktioneller 




in Tagen 


in mU 


Menge in 
/xg/ml 


Anteil an rFX in % 


CHO-rFX+ 


0 


814 


14 


58 


CHO 


1 


847 


14 


61 




2 


835 


14 


60 




3 


790 


14 


56 




4 


763 


14 


55 


CHO-rFX+ 


0 


853 


14 


61 


CHO-rFurin 


1 


1018 


14 


73 




2 


1099 


14 


79 




3 


1135 


14 


81 




4 


1198 


14 


86 


CHO + 




0 






CHO- r Fur in 










Plasma FX 




585 






500mU 











Beispiel 5: 

Expression von rekaznbinantem Fafctor X in Furin-def izienten 
Zellen 

Wie in den vorangegangenen Beispielen gezeigt, wird bei dem Fak- 
tor X-Vorlauf erprotein sowohl die Propeptid-Abspaltung als auch 
die Spaltung der Einzelkette zu leichter/schwerer Kette in vitro 
durch Furin vermittelt. Dies legt nahe f dafi diese Schritte auch 
in der Zelle endogen durch das ubiquitar vorkomtnende Furin, ab- 
hangig von der jeweilig exprimierten rFaktor X-Menge mit unter- 
schiedlicher Effizienz, bewerkstelligt werden. Dies wiederum 
fuhrt zur Produktion einer Mischung heterogener rFaktor X-For- 
men. 

Eine Moglichkeit, urn eine moglichst homogene und zudem stabile 
Form von rFaktor X-Molekulen zu erzeugen, ist die Spaltung von 
rFaktor X durch endogene Proteasen, insbesondere Furin, zu 
unterbinden und somit funktionell inaktiven rFaktor X-Vorlaufer 
(welcher durch spatere Downstream- Prozessierung, idealerweise 
direkt vor Verwendung, in seine funktionell aktive Form umge- 
wandelt werden kaiin) zu produzieren. 
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Dieses Verfahren wird speziell bei der Erzeugung von FX-Analo- 
gon, die eine Furin-Spaltstelle anstatt der ursprunglichen Akti- 
vierungss telle enthalten, nutzlich sein. Bei diesen Konstrukten 
kann die Aktivierung solch einer rekombinanten rFX-Mutante in 
vivo durch das endogene Fur in stattf inden und zur Sekretion von 
aktivierten instabileren rFX-Formen fuhren. Die Degradation die- 
ser Formen, durch CHO-Proteasen, z.B. in Zellkulturbedigungen 
mit hoher Zelllyse, w^hrend der Lagerung der Zellkulturuberstan- 
de oder dem Reinigungsverf ahren oder durch Autoproteolyse , konn- 
te zu inaktiven Abbauprodukten fuhren (Wolf et al., 1991). 

Dieses Ziel kann z.B. durch Supplementieren des Zellkulturme- 
diums mit Agentien, das die intrazellulare Furin-Aktivitat 
reduzieren bzw. ausschalten kann, erreicht werden. 

Eine andere Moglichkeit ist, a priori Furin-def iziente Zellen zu 
verwenden (Mohring et al., 1983, Infect. Immun. 41:998-1009; 
Ohnishi et al., 1994, J. Virol. 68:4075-4079; Gordon et al., 
1995, Infect. Immun. 63:82-87). 

Hierfur wurde ein Furin-def izienter CHO-Zellklon FD11 (Gordon et 
al., 1995, Infect. Immun. 63:82-87) mit 20 ^tg phAct-FX und 1 fig 
pUCSV-neo (enthaltend das Neomycin-Resistenzgen im pUC-Vektor 
unter der Kontrolle des SV40- Promoters) co-transf iziert . Urn sta- 
bile Klone zu erhalten, wurde das Medium mit 0,8 jig G418/ml sup- 
plementiert. Bei Vergleich sezernierter rFaktor X-Molekule in 
serumfreien Uberstanden eines Furin-haltigen und eines Furin-de- 
fizienten CHO-Klons zeigt sich im Westernblot, dafi in den Furin- 
def izienten Zellen rFaktor X-Vorlauf er-Prozessierung unterbleibt 
und nur einzelkettiger Faktor X-Vorlaufer vorliegt (Fig. 6); im 
Gegensatz dazu wird rFaktor X von "normalen" Zellen bei modester 
Expression noch vollstandig, jedoch bei hoherer Expression, 
trotz endogenem Furin, nur noch sehr beschrankt prozessiert. 
Aufgrund des geringen rFX-Expressionsgrades des verwendeten 
Zellklons ist die leichte Kette von rFaktor X im Blot hier nicht 
zu sehen. 
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Beispiel 6: 

Herstellung von Faktor X-Analogen (derzeit nach Ansicht der 
Anmelderin der beste Weg zur Ausfuhrung der Erfindung) 

6.1* Konstruktion von Expressionsplaamiden zur Herstellung von 
Faktor X-Analogon 

Zur Herstellung von rekombinanten rFaktor X-Analogon wurde die 
Spaltstelle Asn-Leu-Thr-Arg/Ile (Aminosaure 231 bis 235) die zur 
Aktivierung des Faktor X in Faktor Xa dient, durch eine Spalt- 
stelle spezifisch fur eine andere Protease, wie Furin, FXIa, 
FXa f FXIIa, Flla, oder Kallikrein ersetzt. Die Expressionsplas- 
mide fur diese Faktor X-Analogons sind alle vom Plasmid phAct-FX 
(beschrieben in Beispiel 1) abgeleitet. 

Urn die Klonierung der Faktor X-Expressionsplasmide zu vereinfa- 
chen, wurde das Hindlll-Nael DNA- Fragment aus dem phAct-FX-Ex- 
pressionsplasmid, das die Faktor X-kodierende Region von Posi- 
tion +1 bis +1116 umfafit, in die Hindlll/Smal-Restriktions- 
schnittstellen von Plasmid pUC19 inseriert. Das resultierende 
Plasmid wurde mit pUC/FX bezeichnet. 

Dadurch konnte die Faktor X-Sequenz von Nucleotid an Position 
508 bis 705 (Aminosaure 160 bis 235) aus dem pUC/ FX - Plasmid 
leicht entfernt und durch verschieden mutierte Faktor X DNA- 
Fragmente ersetzt werden. Diese DNA-Fragmente sind mit der dele- 
tierten Wildtyp Faktor X-Sequenz identisch, aufier den Positionen 
691 bis 705 (Aminosaure 231 bis 235) , die fur neue Spaltstellen 
kodieren. 

Die Wildtyp Faktor X-Sequenz wurde aus dem pUC/FX- Plasmid uber 
Bspl20I- und BstXI-Restriktionsschnitte entfernt. Der 3 1 -Uber- 
hang der BstXI-Stelle wurde zusatzlich mit Mung Bean-Nuclease 
(Biolab) entfernt. 

Die mutierten Faktor X DNA-Fragmente wurden mittels PCR herge- 
stellt. Der 5 1 -Primer ist identisch fur alle Klonierungen und 
enth&lt die Faktor X-Sequenz von Position 496 bis 516. Die 3*- 
Primers enthalten eine Faktor X-komplementierende Sequenz 
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(Position 676 bis 690) und einen nicht-komplementierenden 5'- 
Uberhang, der die Sequenzen fur eine neue Spaltstelle und eine 
Restriktionsschnittstelle tr&gt. Das amplif izierte PCR-Produkt 
wurde anschlieSend mit dem (den) entsprechenden Restriktionsen- 
zym(en) nachgeschnitten und in den vorbereiteten pUC/FX-Vektor 
(siehe oben) kloniert. 

AnschlieBend wurden die mutierten Faktor X DNA- Fragment e uber 
Hindlll-Agel aus den pUC/FX-Plasmiden in den phAct-FX-Vektor 
umkloniert. Die Endkonstrukte sind in Figur 2.1 und 2.2 schema - 
tisch dargestellt. Als Referenzkonstrukt ist Faktor X-Wildtyp 
angegeben. Die Aminosauren sind im Ein-Buchstaben-Code angege- 
ben, die mutierten Positionen sind zusaetzlich schattiert. 

Zur Herstellung einer Asp-Phe-Thr-Arg/Val FXIa-Spaltstelle 
wurden als 5' -Primer das Oligonucleotid #1001 (5 '-CCC ACA GGG 
CCC TAC CCC TGT-3') (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 ' -Primer das Oli- 
gonucleotid #1002 (S'-ACCA GTT AAC CCT GGT GAA GTC GTT GTC GCC 
CCT CTC-3') (SEQ. ID. Nr. 4) benutzt. Daher wurden die Amino- 
sauren Asn, Leu und lie an den Positionen 231, 232 und 235 der 
Faktor X-Sequenz in Asp, Phe und Val ersetzt. Das PCR-Fragment 
wurde mit Bstl20I und Hpal nachgeschnitten (Fig. 2 A) . 

Zur Herstellung einer Arg/Ser Flla-Spaltstelle wurden als 5 1 - 
Primer das Oligonucleotid #1001 (5 '-CCC ACA GGG CCC TAC CCC TGT- 
3') (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 1 -Primer das Oligonucleotid #1003 
{S'-ACCA TCG CGA CCT GGT CAG GTT GTT GTC-3 1 ) (SEQ. ID. Nr. 5) 
benutzt. Daher wurde die Aminosaure lie an den Positionen 235 in 
Ser mutiert. Das PCR-Fragment wurde uber Bspl20I und Nrul nach- 
geschnitten (Fig. 2 B) . 

Zur Herstellung einer Ile-Lys-Pro-Arg/Ile FXIIa-Spaltstelle wur- 
den als 5' -Primer das Oligonucleotid #1001 (5' -CCC ACA GGG CCC 
TAC CCC TGT-3 ' ) (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 1 -Primer das Oligo- 
nucleotid #1004 (S'-ACC AGA ATC GAT TCT GGG TTT GAT GTT GTC GCC 
CCT CTC-3 1 ) (SEQ. ID. Nr. 6) benutzt. Daher wurden die Aminosau- 
ren Asn, Leu und Thr an den Positionen 231, 232 und 233 der FX- 
Sequenz in lie, Lys und Pro mutiert. Das PCR-Fragment wurde mit 
Bstl20I und XmnI partiell nachgeschnitten (Fig 2 C) . 
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Zur Herstellung einer Ser-Met-Thr-Arg/Ile Kallikrein-Spaltstelle 
wurden als 5' -Primer das Oligonucleotid #1001 (5' -CCC ACA GGG 
CCC TAC CCC TGT-3 • ) (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 '-Primer das Oli- 
gonucleotid #1005 (5'-ACC AGA ATC GAT TCT GGT CAT GCT GTT GTC 
GCC CCT CTC-3') (SEQ. ID. Nr. 7) benutzt. Daher wurden die Ami- 
nosauren Asn, Leu an den Positionen 231, 232 der Faktor X-Se- 
quenz in Ser, Met mutiert. Das PCR- Fragment wurde mit Bstl20I 
und XmnI partiell nachgeschnitten (Fig. 2 D) . 

Zur Herstellung einer Pro-Gln-Gly-Arg/Ile FXa-Spaltstelle wurden 
als 5' -Primer das Oligonucleotid #1001 (B'-CCC ACA GGG CCC TAC 
CCC TGT-3') (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 1 -Primer das Oligonucleo- 
tid #1016 (5'-ACC AGA ATC GAT TCT TCC TTG GGG GTT GTC GCC CCT 
CTC-3') (SEQ. ID. Nr. 8) benutzt. Daher wurden die Aminosauren 
Asn, Leu und Thr an den Positionen 231, 232 und 233 des FX-Pro- 
teins in Pro, Gin und Gly mutiert. Das PCR-Fragment wurde mit 
Bstl20I und XmnI partiell nachgeschnitten (Fig. 2 H) . 

Zur Herstellung einer Met-Lys-Thr-Arg/Ile FXa-Spaltstelle wurden 
als 5» -Primer das Oligonucleotid #1001 (5' -CCC ACA GGG CCC TAC 
CCC TGT-3 ' ) (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3' -Primer das Oligonucleo- 
tid #1014 (5'-ACC AGA ATC GAT TCT CGT TTT CAT GTT GTC GCC CCT 
CTC-3 1 ) (SEQ. ID. Nr. 9) benutzt. Daher wurden die Aminosauren 
Asn, Leu an den Positionen 231, 232 des FX-Proteins in Met, Lys 
mutiert. Das PCR-Fragment wurde mit Bstl20I und XmnI partiell 
nachgeschnitten (Fig. 2 E) . 

Zur Herstellung einer Ile-Glu-Gly-Arg/Ile FXa-Spaltstelle wurden 
als 5 '-Primer das Oligonucleotid #1001 (5 '-CCC ACA GGG CCC TAC 
CCC TGT-3*) (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 '-Primer das Oligonucleo- 
tid #1015 (5'-ACC AGA ATC GAT TCT TCC CTC GAT GTT GTC GCC CCT 
CTC-3') (SEQ. ID. Nr. 10) benutzt. Daher wurden die Aminosauren 
Asn, Leu, Thr an den Positionen 231 bis 233 des FX-Proteins in 
lie, Glu, Gly mutiert. Das PCR-Fragment wurde mit BstlSOI und 
XmnI partiell nachgeschnitten (Fig. 2 F) . 

Zur Herstellung einer Arg-Arg-Lys-Arg/Ile Furin-Spaltstelle wur- 
den als 5 '-Primer das Oligonucleotid #1001 (5»-CCC ACA GGG CCC 
TAC CCC TGT-3') (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 '-Primer das Oligonuc- 
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leotid #1006 (5'-ACC AGA ATC GAT TCT TTT CCT CCT GTT GTC GCC CCT 
CTC-3') (SEQ. ID, Nr. 11) benutzt . Daher wurden die Aminosauren 
Asn, Leu und Thr an Position 231 bis 233 in Arg, Arg und Lys mu- 
tiert. Das PCR-Fragment wurde mit Bspl20I und XmnI nachgeschnit- 
ten (Fig. 2 G) . 

Zur Herstellung einer Arg-Val-Arg-Arg/Ile Furin-Spaltstelle wur- 
den als 5' -Primer das Oligonucleotid #1001 (5' -CCC ACA GGG CCC 
TAC CCC TGT-3 * ) (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3' -Primer das Oligonuc- 
leotid #1007 (5'-ACC AGA ATC GAT TCT CCT CAC CCT GTT GTC GCC CCT 
CTC-3 1 ) (SEQ. ID. Nr. 12) benutzt. Daher wurden die Aminosauren 
Asn, Leu und Thr an Position 231 bis 233 in Arg, Val und Arg mu- 
tiert. Das PCR-Fragment wurde mit Bspl20I und XmnI partiell 
nachgeschnitten (Fig. 2 G) . 

Zur Herstellung einer Arg -Arg- Arg - Arg/ He Furin-Spaltstelle wur- 
den als 5' -Primer das Oligonucleotid #1001 (5 '-CCC ACA GGG CCC 
TAC CCC TGT-3') (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3' -Primer das Oligo- 
nucleotid #1008 (5'-ACC AGA ATC GAT TCT CCT CCT CCT GTT GTC GCC 
CCT CTC-3') (SEQ. ID. Nr. 13) benutzt. Daher wurden die Amino- 
sauren Asn, Leu und Thr an Position 231 bis 233 in Arg, Arg und 
Arg mutiert. Das PCR-Fragment wurde mit Bspl20I und XmnI par- 
tiell nachgeschnitten (Fig. 2 G) . 

Zur Herstellung einer Arg-Pro-Lys-Arg/Ile Furin-Spaltstelle wur- 
den als 5 '-Primer das Oligonucleotid #1001 (5' -CCC ACA GGG CCC 
TAC CCC TGT-3 1 ) (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 • -Primer das Oligo- 
nucleotid #1009 (5'-ACC AGA ATC GAT TCT TTT GGG CCT GTT GTC GCC 
CCT CTC-3 1 ) (SEQ. ID. Nr. 14) benutzt. Daher wurden die Amino- 
sauren Asn, Leu und Thr an Position 231 bis 233 in Arg, Pro und 
Lys mutiert. Das PCR-Fragment wurde mit Bspl20I und XmnI par- 
tiell nachgeschnitten (Fig. 2 G) . 

Zur Herstellung einer Ile-Arg-Lys-Arg/Ile Furin-Spaltstelle wur- 
den als 5 '-Primer das Oligonucleotid #1001 (5»-CCC ACA GGG CCC 
TAC CCC TGT-3') (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 ' -Primer das Oligo- 
nucleotid #1010 (5'-ACC AGA ATC GAT TCT TTT CCT GAT GTT GTC GCC 
CCT CTC-3') (SEQ. ID. Nr. 15) benutzt. Daher wurden die Amino- 
sauren Asn, Leu urid Thr an Position 231 bis 233 in He, Arg und 
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Lys mutiert. Das PCR-Pragment wurde mit Bspl20I und XmnI par- 
tiell nachgeschnitten (Fig. 2 G) . 

Zur Herstellung einer Arg-Ser-Lys-Arg/Ile Furin-Spaltstelle wur- 
den als 5* -Primer das Oligonucleotid #1001 (5' -CCC ACA GGG CCC 
TAC CCC TGT-3 1 ) (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 1 -Primer das Oligo- 
nucleotid #1011 (5'-ACC AGA ATC GAT TCT TTT GCT CCT GTT GTC GCC 
CCT CTC-3') (SEQ. ID. Nr. 16) benutzt. Daher wurden die Amino- 
sauren Asn, Leu und Thr an Position 231 bis 233 in Arg, Ser und 
Lys mutiert. Das PCR-Fragment wurde mit Bspl20I und XmnI par- 
tiell nachgeschnitten (Fig. 2 G) . 

Zur Herstellung einer Arg-Val-Thr-Arg/Ile Furin-Spaltstelle wur- 
den als 5' -Primer das Oligonucleotid #1001 (5 ! -CCC ACA GGG CCC 
TAC CCC TGT-3 1 ) (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 1 -Primer das Oligo- 
nucleotid #1012 (5'-ACC AGA ATC GAT TCT GGT CAC CCT GTT GTC GCC 
CCT CTC-3') (SEQ. ID. Nr. 17) benutzt. Daher wurden die Amino- 
sauren Asn, Leu an Position 231, 232 in Arg, Val mutiert. Das 
PCR-Fragment wurde mit Bspl20I und XmnI partiell nachgeschnitten 
(Fig. 2 G) . 

Zur Herstellung einer Arg-Leu-Lys-Arg/Ile Furin-Spaltstelle wur- 
den als 5' -Primer das Oligonucleotid #1001 (5' -CCC ACA GGG CCC 
TAC CCC TGT-3') (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 ■ -Primer das Oligo- 
nucleotid #1013 (5 ! -ACC AGA ATC GAT TCT TTT GAG CCT GTT GTC GCC 
CCT CTC-3 1 ) (SEQ. ID. Nr. 18) benutzt. Daher wurden die Amino- 
sauren Asn und Thr an Position 231 und 233 in Arg und Lys mu- 
tiert. Das PCR-Fragment wurde mit Bspl20I und XmnI partiell 
nachgeschnitten (Fig. 2 G) . 

Zur Herstellung einer Thr-Ser-Thr-Arg/Ile FXIIa- Spaltstelle 
wurden als 5' -Primer das Oligonucleotid #1001 (5* -CCC ACA GGG 
CCC TAC CCC TGT-3 1 ) (SEQ. ID. Nr. 3) und als 3 1 -Primer das Oli- 
gonucleotid #1017 (5»-ACC AGA ATC GAT TCT CGT GCT CGT GTT GTC 
GCC CCT CTC-3') (SEQ. ID. Nr. 19) benutzt. Daher wurden die 
Aminosauren Asn, Leu an den Positionen 231, 232 des FX-Proteins 
in lie, Lys mutiert. Das PCR-Fragment wurde mit Bstl20I und XmnI 
partiell nachgeschnitten (Fig. 2 1). 
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6.2. Konstruktion von Expressionsplasmiden fur die Herstellung 
von FX0-Analogon. 

Diese Konstrukte wurden von den oben beschriebenen Faktor X-Ana- 
logon-Konstrukten abgeleitet, indem ein TGA-Stopcodon an Posi- 
tion 470 eingebaut wurde. Dazu wurden die Aminosauren von Posi- 
tion 457 auf cDNA- Level bis zum Stopcodon durch Spel und par- 
tiellen BstEII-Verdau entfernt und mit dem Oligonucleotidpaar 
#0003 (5'-GTC ACC GCC TTC CTC AAG TGG ATC GAC AGG TCC ATG AAA 
ACC AGG TGA A-3') (SEQ. ID, Nr. 20) und #0004 (5 f -CTA GTT CAC 
CTG GTT TTC ATG GAC CTG TCG ATC CAC TTG AGG AAG GCG-3 » ) (SEQ. 
ID. Nr. 21) ersetzt. Eine schematische Darstellung der Faktor 
X0-Analogon-Konstrukte ist in Fig. 7 gezeigt. Zur Vereinf achung 
der Abbildung wurden alle Faktor X/3-Analoge als ein allgemeines 
Konstrukt dargestellt, in dem die variablen Aminosauren in der 
Spaltstellenregion als schattiertes "X n angegeben sind. 

6.3* Konstruktion von Expr es s ionsp lam i den fur die Herstellung 
von FXa - Analogon 

Mit der Aktivierung des Faktor X durch die Abspaltung des 4 , 5 
kDa-Aktivierungspeptids am N-terminalen Ende der schweren Kette 
entsteht die Faktor Xatx-Form. Diese Form wird anschlieSend durch 
auto-proteolytische Aktivitat und Abspaltung des C-Terminus der 
schweren Kette zwischen Arg 469 und Gly 470 in die FXajS-Form um- 
gesetzt. Zur Herstellung von Faktor X-Expressionsplasmiden # die 
zur Produktion von Faktor X fuhren, die nach Aktivierung aus- 
schliefilich als FXaof-Form mit intaktem jS-Peptid vorliegen, wurde 
die Aminosaure Arg469 in Lys mutiert, sodaE keine Prozessierung 
im C-terminalen Bereich der schweren Kette mehr stattfinden 
kann. 

Dazu wurde die C-terminale Aminosauresequenz des Faktor X von 
Position 1363 bis zum Stopsignal durch partiellen BstEII-Spel- 
Verdau entfernt und durch zwei zusammenligierte Oligonucleotid- 
paare ersetzt. Oligonucleotid #0005 (5*-GTC ACC GCC TTC CTC AAG 
TGG ATC GAC AGG TCC ATG AAA ACC AAG GGC TTG CCC AAG- 3 1 ) (SEQ. 
ID. Nr. 22) und Oligonucleotid #0006 (5 1 -TTG GCC TTG GGC AAG CCC 
TTG GTT TTC ATG GAC CTG TCG ATC CAC TTG AGG AAG GCG-3 f ) (SEQ. " 
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ID. Nr. 23) wurden mit Oligonucleotid #0007 (5'-GCC AAG AGC CAT 
GCC CCG GAG GTC ATA ACG TCC TCT CCA TTA AAG TGA GAT CCC A- 3 » ) 

(SEQ. ID. Nr. 24) und Oligonucleotid #0008 (S'-CTA GTG GGA TCT 
CAC TTT AAT GGA GAG GAC GTT ATG ACC TCC GGG GCA TGG CTC-3 1 ) 

(SEQ. ID. Nr. 25) ligiert. Die Mutation der Aminosaure Arg469 
wird durch das Oligonucleotidpaar #0005-#0006 eingefflhrt. Eine 
schematische Darstellung der FX-Analoge ist in Figur 7 gezeigt. 

Beispiel 7: 

Bestimmung der N- Termini von Faktor X und Prozessierungsproduk- 
ten mit und ohne r Fur in 

Rekombinanter Faktor X wurde, wie in Beispiel 1 beschrieben, in 
CHO-Zellen mit endogenem Furin bzw., wie in Beispiel 5 beschrie- 
en, in Furin-def izienten Zellen exprimiert. rFaktor X wurde so- 
wohl aus a) nicht vorbehandeltem, b) weitere 12 Stunden bei 37°C 
inkubiertem und c) 12 Stunden bei 37°C mit CHO-rFurin-Uberstand 
vorbehandeltem Zellkulturuber stand hochexprimierender CHO-rFX- 
Klone, als auch aus d) nicht vorbehandeltem und e) 12 Stunden 
bei 37°C mit CHO-rFurin-Uberstand vorbehandeltem Zellkulturuber- 
stand von CHO-FDll-rFX-Klone isoliert. Die N-terminalen Amino- 
siuren von Faktor X und Prozessierungsprodukten der einzelnen 
Reaktionsansatze a) bis e) wurden uber Edman-Analyse bestimmt. 
Figur 8 zeigt eine schematische Darstellung der Ergebnisse. 

Der rFaktor X aus hochexprimierenden CHO-Zellen tritt in Form 
der reifen schweren und leichten Ketten, sowie einzelkettig, zum 
Teil noch Propeptid-haltig auf . Nach einer Inkubation dieser 
Zellkulturuberstande fttr 12 Stunden bei 37°C (b) treten zus&tz- 
lich, wie schon von Wolf et al. (1991, J. Bio. Chem. 266:13726- 
13730) beschrieben, fehlerhafte N-Termini der rFX leichten Kette 
mit 3 zusatzlichen Aminosauren Val38-Thr39-Arg40 auf. Diese 
kryptischen Enden werden auch bei der Sequenzierung von rFX- 
Material aus nicht vorbehandelten CHO-FDll-Zellen (d) gefunden. 
Diese Beobachtung zeigt, daS das Auf treten von diesen fehler- 
haften N-Termini vermieden werden kann, indem optimierte Bedin- 
gungen bzw. Zellkulturbedingungen, Lagerung und Reinigungsver- 
fahren zur Minimierung der rFX-Proteolyse durch CHO-Proteasen, 
benutzt werden. 
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Im Gegensatz zu dem gereinigten Material aus CHO-Zellen (a und 
b) ist der rFX aus nicht amplif izierten, Furin-def izienten Zel- 
len (d) nur in Form unprozessierter einzelkettiger Vorlaufer 
vorhanden. Es werden auch keine N-terminalen Sequenzen gefunden, 
die dem Propeptid-Anteil entsprechen. Damit wurde gezeigt, daS 
die Prozessierung von einzelkettigem rFX- Vorlaufer in leichte/ 
schwere Kette in Furin defizienten CHO-Zellen (d) nicht mehr 
stattfindet, was auf eine zentrale Rolle der Endoprotease Furin 
in diesem Prozessierungschritt in vivo schliessen lafit. 

Zusatzlich wurde gezeigt, daJS die Prozessierung Propept id-halt i- 
ger rFX-Molekule auch in Furin-def izienten CHO-Zellen stattfin- 
det und daher Furin in vivo keine essentielle Rolle in diesem 
Prozessierungsschritt spielt. Durch die Inkubation von rFX aus 
CHO-Zellen (c) und CHO-FDll-Zellen (e) in Gegenwart von Furin 
werden ausschliefilich leichte und schwere Ketten mit korrekten 
N-Termini gefunden. Damit wurde nachgewiesen, da£ sowohl die 
einzelkettigen FX-Vorlaufer als auch die Propeptid-haltigen rFX- 
Molekule, durch in vitro-Prozessierung in homogenen, reifen Fak- 
tor X umgesetzt werden. Damit weist der in Gegenwart von Furin 
prozessierte Faktor X eine aussergewohnliche strukturelle Inte- 
grity und Homogenitat auf. 

Beispiel 8: 

Expression und Charakterisierung des FX-Analogon mit der Fur in - 
Spaltstelle Arg-Arg-Lys-Arg/Ile (rFX** 1 ®/ 1 ) . 

Zur Herstellung von rekombinantem rFx** 1 ^/ 1 - Protein wurden das 
FX-Expressionsplasmid mit der Spaltstelle Arg-Arg-Lys-Arg/Ile 
(siehe Beispiel 6.1, Fig. 2 G) und das Selektionsplasmid 
pSV/dhfr, wie im Beispiel 1 beschrieben, in CHO-Zellen co- 
transfiziert. Die Western Blot-Analyse der Zellkultur-Uberstande 
(Figur 9) zeigt, daS das rekombinante Protein vorwiegend in der 
doppelkettigen Form vorliegt. Im Vergleich zu Plasma FX ltuft 
die schwere Kette bei 46kD anstatt 50kD, was vermutlich auf 
unterschiedliche Verzuckenuigen des rekombinanten Proteins zu- 
ruckzufOhren ist. Zusatzlich sind, wie auch schon bei der Ex- 
pression von Wild-typ rFX beobachtet (Beispiel l.b.) # geringe 
Mengen an einzelkettigem Vorlaufer (SC) sowie die LC4-Isoform 
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der leichten Kette sichtbar. Diese molekularen Formen des rFX- 
Analogon weisen auf eine Limitierung sowohl der Prozessierung 
des einzelkettigen FX-Vorlauf ers durch endogene Proteasen als 
auch der y-Carboxylierung der leichten Kette hin. Obwohl die in 
das FX-Analogon eingefugte Spaltstelle eine Furin-Consensus- 
Sequenz represent iert, sind keine Proteinbanden, die den akti- 
vierten Formen des Proteins entsprachen (35kD f 31kD) sichtbar. 
Die Struktur im Bereich der Spaltstelle sowie die umgehende 
Aminosauresequenz durften dazu filhren, daE die Prozessierung der 
modif izierten Aktivierungsstelle durch Furin nur suboptimale 
Bedingungen darstellen. 

Beispiel 9: 

In vi t ro - Ak t ivi erung des rFX RRKR / I -Proteins durch rFurin- 
Derivate 

Die Aktivierbarkeit des rekombinanten FX-Analogons in die a 
(35kD) und 0 (31kD) FXa-Formen durch rFurin in vitro wurde, wie 
in Beispiel 2 fiir Mischexperimente beschrieben, getestet, mit 
dem Unterschied, da£ gereinigte rFurin-Derivate rFurinACys- 
Spacer-lOxHis, beschrieben in der Patentanmeldung EP 0 775 750 
A2 f in lOmM Hepes, pH 7,0, 150mM NaCl, 2mM CaCl 2 und 0,2% BSA 
statt CHO-rFurin-Uberst&nden beniitzt wurden. Im Kontrollexperi- 
ment ohne rFurin wurde der CHO-rFX-Analogon-Uberstand mit dem 
Puffer lOmM Hepes, pH 7,0, 150mM NaCl, 2mM CaCl 3 und 0,2% BSA in 
einem Verhaltnis von 1:1 gemischt. Aliquots der Ansatze vor und 
nach einer Inkubationszeit von 6, 24, 48 und 72 {t=0, 6, 24, 48, 
72) Stunden bei 37°C, wurden mittels Western Blot auf rFX-Akti- 
vierung getestet (Fig. 10) . Wahrend das Bandenmuster von 
rPX RRKR/I i n Abwesenheit des rFurin-Derivates selbst nach 72 
Stunden Inkubation unverandert ist (Fig. 10 B) wird in Anwesen- 
heit von rFurin schon nach 6 Stunden (Fig. 10 A, Spur 5) eine 
35kD-schwere Proteinbande, die der a-Form von plasmatischem FX 
entspricht, sichtbar (Fig. 10 A, Spur 9) . Im Laufe der Inkuba- 
tion akkumuliert diese of-Form und nach 72 Stunden Inkubation 
(Fig. 10 A, Spur 8) sind etwa 50 % des Ausgangsmaterials (HC) in 
die aktivierte Form umgesetzt worden. Die zusatzliche 31kD 
schwere Proteinbande, die nach 24 Stunden (Fig. 10 A, Spur 6) 
erkennbar wird und der 0-Form des aktivierten Plasma FX (Fig. 10 
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A, Spur 9) entspricht, zeigt, daS die aus rekombinantem FX-Ana- 
logon entstandene a- Form eine autoproteolytische Aktivitat be- 
sitzt und daher funktionell ist. 

Diese Ergebnisse weisen nach, daS die heterologe Aktivierungs- 
spaltstelle Arg-Arg-Lys-Arg/Ile im rFX-Analogon durch rFurin- 
Derivate in vitro spezifisch erkannt und korrekt gespalten wird, 
und somit zur Aktivierung des rFX-Analogon in a- und 0-FXa- 
Molekule geeignet ist. 

Beispiel 10: 

Funk tionali tat des in vitro aktivierten rekombinanten FX- 
Analogons rFX 1 * 1 ** 1 */ 1 . 

Aliquots der Mischexperimente aus Beispiel 9 wurden mit einem 
Chromogen-Test auf FXa-Aktivitat untersucht. Dazu wurden die 
Aliquots mit dem Chromogensubstrat S2337 (600piM) in 50mM Tris, 
pH 7,3, 150mM NaCl, 0,1% BSA versetzt. Nach einer Inkubations- 
zeit von 3 Minuten bei 37°C wurde die Reaktion mit 20% Essig- 
saure gestoppt und anschlieSend die OD bei 405nm gemessen. Im 
Vergleich mit einer Eichgerade, erstellt mittels gereinigtem, 
RW-aktiviertem Plasma FXa, wurde die Menge an rekombinanter 
FXa-Aktivitat in den Reaktionsansatzen bestimmt. Die Ergebnisse 
dieser Analyse, die eingesetzten Antigenmengen (ELISA-Werte) , 
sowie die daraus berechnete spezifische Aktivitat sind in Ta- 
belle 2 dargestellt. 

Urn unspezif ische amidolytische Aktivitaten in der rFurin-Losung 
und dem CHO-Zellkulturuberstand auszuschlieEen, wurde auch das 
Gemisch eines Uberstandes nicht transf izierter CHO-Zellen mit 
gereinigtem rFurin-Derivat auf FXa-Aktivitat (CHO+rFurin) unter- 
sucht. In diesem Gemisch, genau wie im rFX-Analogon/Puf f er-Ge- 
misch (rFX RRKR / I +Puffer) , konnte auch nach 72 Stunden Inkubation 
keine FXa-Aktivitat gemessen werden. Im Gegensatz dazu war bei 
der rFX RRKR / I /rFurin-Reaktion bereits nach 6 Stunden Inkubation 
eine rFXa-Aktivitat von 56mU meEbar, die konstant im Laufe der 
Inkubation anstieg und nach 72 Stunden 133mU erreichte. Obwohl 
zu diesem Zeitpunkt, laut Western Blot, nur etwa die H&lfte des 
rFX-Analogons in die aktivierten or- und /3-Formen umgesetzt wor- 
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den war (Fig. 10 A, Spur 8), erreichte das in vitro aktivierte 
rFX-Analogon-Material mit 190mU/Vg eine weit hohere spezifische 
Aktivitat als der mit RW vollstandig aktivierte Plasma FX 
(153mU//xg) . Die gemessenen Aktivitatssteigerungen spiegeln sich 
im Auftreten der a- und jS-Formen im Western Blot wider (Fig. 10 
A, Spur 5-8) . 

Damit wird nachgewiesen, daS in FX heterologe Protease-Schnitt- 
stellen eingebaut werden konnen, letztere von der zugehorigen 
Protease erkannt und gespalten werden, und hochwertiger rFXa 
(oder ggf . rFXa-Analoge mit FXa -Aktivitat) in funktioneller Form 
rekombinant hergestellt werden kann. 

Tabelle 2 





Inkubation 


Aktivitat 


Antigen- 


Spezifische 




in Stunden 


in 


Menge in 


Aktivitat 






mU/ml 


ug/ml 


in mU/ug 


rFX^'+Puffer 


0 


<25 


0.7 


0 




6 


<25 


0,7 


0 




24 


<25 


0,7 


0 




48 


<25 


0,7 


0 




72 


<25 


0,7 


0 


RRKR/I 

rFX +rFunn 


0 


<25 


0,7 


0 




6 


56 


0,7 


80 




24 


101 


0,7 


144 




48 


124 


0,7 


177 




72 


133 


0,7 


190 


CHO + rFurin 


0 


<25 


0 






6 


<25 


0 






24 


<25 


0 






48 


<25 


0 






72 


<25 


0 




RW aktiviertei 




614 


4 


153 


Plasma FX 
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Beispiel 11: 

In vitro-Aktivierung von rPX-Analogon mit der PXIa-Spaltstelle 
Asp - Phe - Thr - Arg/ Val (rPX DFTR / v ) durch plasmatischen FXIa. 

Durch Mutagenese der FX-Aktivierungssequenz in eine FXIa-Spalt- 
stelle wurde ein FX-Analogon-Konstrukt hergestellt. Anschlies- 
send wurden stabile CHO-Zellklone erstellt, die diese Molekule 
exprimieren . CHO-Zellkulturuberstand mit r FX DFTR / v wurden mit 
gereinigtem plasmatischen FXIa (100Mg/ml) in Anwesenheit von 
lOmM Tris, pH 7,3, 150mM NaCl, 8mM CaCl 2 , PCPS und 0,1% BSA ge- 
mischt und auf 37°C fur verschiedene Zeiten inkubiert. Als Nega- 
tivkontrolle wurde der Zellkulturuberstand nur mit dem BSA-hal- 
tigen Puffer inkubiert. Das rFX DFTR / v - Protein und die resul- 
tierenden Aktivierungsprodukte wurden mittels Western Blot -Ana- 
lyse charakterisiert (Figur 11) . Wie im Gemisch ohne FXIa vor 
der Inkubation (t=0) erkennbar ist, wird das rekombinante Pro- 
tein (Fig. 11, Spur 5) fast identisch zum plasmatischen FX (Spur 
2) in der doppelkettigen Form sekretiert mit dem Unterschied, 
da£ die schwere Kette (HC) , wie auch schon beim rFX** 13 * aus dem 
Beispiel 8 beobachtet, ein geringfugig kleineres Molekularge- 
wicht als 50kD hat. WShrend der Inkubation dieses Gemisches bei 
37°C (Fig. 11, Spur 6) ist keine wesentliche Anderung des Ban- 
denmusters sichtbar. Im CHO-rFX/FXIa -Gemisch sind, schon kurz 
nach der Zugabe von gereinigtem FXIa aber vor der eigentlichen 
Inkubation des Zellkulturuberstandes (Fig. 11, Spur 3) , Protein - 
banden von 35kD und 31kD zu erkennen, die der GroSe der plasma- 
tischen of- und 0-Formen der schweren Kette (Fig. 11, Spur 9) 
entsprechen. Diese beiden Formen nehmen nach 4 stundiger Inkuba- 
tion mit FXIa stark zu (Fig. 11, Spur 4) . 

Hierdurch wurde gezeigt, daS ein FX-Analogon, das die heterologe 
Proteaseschnittstelle fur ein in der Gerinnungskaskade aktives 
proteolytisches Enzym tragt, vom letzteren auch erfolgreich pro- 
zessiert werden kann. 

Zusatzlich wird durch das Auftreten der rFXajS-Bande, dem Ergeb- 
nis der autoproteolytischen Aktivitat des rFXaa-Analgon, erfolg- 
reich die funktionelle Aktivitat des resultierenden rFXaa-Analo- 
gen gezeigt. 
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SEQUENZ PROTOKOLIi 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 



(i) ANMELDER: 

(A) NAME: IMMUNO AG 

(B) STRASSE: Industriestrasse 67 

(C) ORT: Wien 

(D) BUNDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 1220 



(A) NAME: Michele Himmelspach 

(B) STRASSE: Breitstetten 19 

(C) ORT: Leopoldsdorf 

(D) BUNDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 2285 



(A) NAME: Uwe Schlokat 

(B) STRASSE: Hauptstrasse 51 

(C) ORT: Orth/Donau 

(D) BUNDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 2304 



(A) NAME: Andreas Fisch 

(B) STRASSE: Wiener Strasse 14 

(C) ORT: Orth/Donau 

(D) BUNDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 2304 



(A) NAME: Friedrich Dorner 

(B) STRASSE: Peterlinigasse 17 

(C) ORT: Wien 

(D) BUNDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 1238 



(A) NAME: Johann Eibl 

(B) STRASSE: Gustav Tschermakgasse 2 
<C) ORT: Wien 

(DJ BUNDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 1180 



(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Faktor X Analoge mit modif izierter 
Proteasespalts telle 



(iii) ANZAHL DER SEQUENZ EN: 27 



(iv) COMPUTER -LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 
<B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETR I EBS SYSTEM : PC -DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patent In Release fti.O, Version #1.30 (EPA) 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGPORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1 
ATTACTCGAG AAGCTTACCA TGGGGCGCCC ACTG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2 
ATTACAATTG CTGCAGGGAT CCAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3 
CCCACAGGGC CCTACCCCTG T 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 3 7 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4 
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AC CAGTTAAC CCTGGTGAAG TCGTTGTCGC CCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5 
ACCATCGCGA CCTGGTCAGG TTGTTGTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6 
ACCAGAATCG ATTCTGGGTT TGATGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7 
ACCAGAATCG ATTCTGGTCA TGCTGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 8 
ACCAGAATCG ATTCTTCCTT GGGGGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genora-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
ACCAGAATCG ATTCTCGTTT TCATGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
ACCAGAATCG ATTCTTCCCT CGATGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
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ACCAGAATCG ATTCTTTTCC TCCTGTTGTC GCCCCTCTC 
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(2) AKGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 12 
ACCAGAATCG ATTCTCCTCA CCCTGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13 
ACCAGAATCG ATTCTCCTCC TCCTGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14 
ACCAGAATCG ATTCTTTTGG GCCTGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 15 
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ACCAGAATCG ATTCTTTTCC TGATGTTGTC GCCCCTCTC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DKA 
Cxi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16 
ACCAGAATCG ATTCTTTTGC TCCTGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK6LS: Genom-DNA 
(XX ) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17 
ACCAGAATCG ATTCTGGTCA CCCTGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18 
ACCAGAATCG ATTCTTTTGA GCCTGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 9 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii> ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 19: 
ACCAGAATCG ATTCTCGTGC TCGTGTTGTC GCCCCTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 9 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 
GTCACCGCCT TCCTCAAGTG GATCGACAGG TCCATGAAAA CCAGGTGAA 49 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 48 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 
CTAGTTCACC TGGTTTTCAT GGACCTGTCG ATCCACTTGA GGAAGGCG 48 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 57 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 
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GTCACCGCCT TCCTCAAGTG GATCGACAGG TCCATGAAAA CCAAGGGCTT GCCCAAG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 57 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 23: 
TTGGCCTTGG GCAAGCCCTT GGTTTTCATG GACCTGTCGA TCCACTTGAG GAAGGCG 57 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 55 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 
GCCAAGAGCC ATGCCCCGGA GGTCATAACG TCCTCTCCAT TAAAGTGAGA TCCCA 55 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 54 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
CTAGTGGGAT CTCACTTTAA TGGAGAGGAC GTTATGACCT CCGGGGCATG GCTC 54 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1467 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
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(ix) MERKMAL; 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:1..1467 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 26: 

ATG GGG CGC CCA CTG CAC CTC GTC CTG CTC AGT GCC TCC CTG GCT GGC 48 
Met Gly Arg Pro Leu His Leu Val Leu Leu Ser Ala Ser Leu Ala Gly 
15 10 15 

CTC CTG CTG CTC GGG GAA AGT CTG TTC ATC CGC AGG GAG CAG GCC AAC 96 
Leu Leu Leu Leu Gly Glu Ser Leu Phe lie Arg Arg Glu Gin Ala Asn 
20 25 30 

AAC ATC CTG GCG AGG GTC ACG AGG GCC AAT TCC TTT CTT GAA GAG ATG 144 
Asn lie Leu Ala Arg Val Thr Arg Ala Asn Ser Phe Leu Glu Glu Met 
35 40 45 

AAG AAA GGA CAC CTC GAA AGA GAG TGC ATG GAA GAG ACC TGC TCA TAC 192 
Lys Lys Gly His Leu Glu Arg Glu Cys Met Glu Glu Thr Cys Ser Tyr 
50 55 60 

GAA GAG GCC CGC GAG GTC TTT GAG GAC AGC GAC AAG ACG AAT GAA TTC 240 
Glu Glu Ala Arg Glu Val Phe Glu Asp Ser Asp Lys Thr Asn Glu Phe 
65 70 75 80 

TGG AAT AAA TAC AAA GAT GGC GAC CAG TGT GAG ACC AGT CCT TGC CAG 288 
Trp Asn Lys Tyr Lys Asp Gly Asp Gin Cys Glu Thr Ser Pro Cys Gin 
85 90 95 

AAC CAG GGC AAA TGT AAA GAC GGC CTC GGG GAA TAC ACC TGC ACC TGT 336 
Asn Gin Gly Lys Cys Lys Asp Gly Leu Gly Glu Tyr Thr Cys Thr Cys 
100 105 110 

TTA GAA GGA TTC GAA GGC AAA AAC TGT GAA TTA TTC ACA CGG AAG CTC 384 
Leu Glu Gly Phe Glu Gly Lys Asn Cys Glu Leu Phe Thr Arg Lys Leu 
115 120 125 

TGC AGC CTG GAC AAC GGG GAC TGT GAC CAG TTC TGC CAC GAG GAA CAG 432 
Cys Ser Leu Asp Asn Gly Asp Cys Asp Gin Phe Cys His Glu Glu Gin 
130 135 140 

AAC TCT GTG GTG TGC TCC TGC GCC CGC GGG TAC ACC CTG GCT GAC AAC 480 
Asn Ser Val Val Cys Ser Cys Ala Arg Gly Tyr Thr Leu Ala Asp Asn 
145 150 155 160 

GGC AAG GCC TGC ATT CCC ACA GGG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG ACC 528 
Gly Lys Ala Cys lie Pro Thr Gly Pro Tyr Pro Cys Gly Lys Gin Thr 
165 170 175 

CTG GAA CGC AGG AAG AGG TCA GTG GCC CAG GCC ACC AGC AGC AGC GGG 576 
Leu Glu Arg Arg Lys Arg Ser Val Ala Gin Ala Thr Ser Ser Ser Gly 
180 185 190 



GAG, GCC CCT GAC AGC ATC ACA TGG AAG CCA TAT GAT GCA GCC GAC CTG 
Glu Ala Pro Asp Ser lie Thr Trp Lys Pro Tyr Asp Ala Ala Asp Leu 
195 200 205 
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GAC CCC ACC GAG AAC CCC TTC GAC CTG CTT GAC TTC AAC CAG ACG CAG 672 
Asp Pro Thr Glu Asn Pro Phe Asp Leu Leu Asp Phe Asn Gin Thr Gin 
210 215 220 

CCT GAG AGG GGC GAC AAC AAC CTC ACC AGG ATC GTG GGA GGC CAG GAA 720 
Pro Glu Arg Gly Asp TVsn Asn Leu Thr JVrg lie Val Gly Gly Gin Glu 
225/JS 230 235 240 



TGC AAG GAC GGG GAG TGT CCC TGG CAG GCC CTG CTC ATC AAT GAG GAA 768 
Cys Lys Asp Gly Glu Cys Pro Trp Gin Ala Leu Leu lie Asn Glu Glu 
245 250 255 

AAC GAG GGT TTC TGT GGT GGA ACT ATT CTG AGC GAG TTC TAC ATC CTA 816 
Asn Glu Gly Phe Cys Gly Gly Thr lie Leu Ser Glu Phe Tyr lie Leu 
260 265 270 

ACG GCA GCC CAC TGT CTC TAC CAA GCC AAG AGA TTC AAG GTG AGG GTA 864 
Thr Ala Ala His Cys Leu Tyr Gin Ala Lys Arg Phe Lys Val Arg Val 
275 280 285 

GGG GAC CGG AAC ACG GAG CAG GAG GAG GGC GGT GAG GCG GTG CAC GAG 912 
Gly Asp Arg Asn Thr Glu Gin Glu Glu Gly Gly Glu Ala Val His Glu 
290 295 300 

GTG GAG GTG GTC ATC AAG CAC AAC CGG TTC ACA AAG GAG ACC TAT GAC 960 
Val Glu Val Val lie Lys His Asn Arg Phe Thr Lys Glu Thr Tyr Asp 
305 310 315 320 

TTC GAC ATC GCC GTG CTC CGG CTC AAG ACC CCC ATC ACC TTC CGC ATG 1008 
Phe Asp lie Ala Val Leu Arg Leu Lys Thr Pro lie Thr Phe Arg Met 
325 330 335 

AAC GTG GCG CCT GCC TGC CTC CCC GAG CGT GAC TGG GCC GAG TCC ACG 1056 
Asn Val Ala Pro Ala Cys Leu Pro Glu Arg Asp Trp Ala Glu Ser Thr 
340 345 350 

CTG ATG ACG CAG AAG ACG GGG ATT GTG AGC GGC TTC GGG CGC ACC CAC 1104 
Leu Met Thr Gin Lys Thr Gly lie Val Ser Gly Phe Gly Arg Thr His 
355 360 365 

GAG AAG GGC CGG CAG TCC ACC AGG CTC AAG ATG CTG GAG GTG CCC TAC 1152 
Glu Lys Gly Arg Gin Ser Thr Arg Leu Lys Met Leu Glu Val Pro Tyr 
370 375 380 

GTG GAC CGC AAC AGC TGC AAG CTG TCC AGC AGC TTC ATC ATC ACC CAG 1200 
Val Asp Arg Asn Ser Cys Lys Leu Ser Ser Ser Phe lie He Thr Gin 
385 390 395 400 

AAC ATG TTC TGT GCC GGC TAC GAC ACC AAG CAG GAG GAT GCC TGC CAG 1248 
Asn Met Phe Cys Ala Gly Tyr Asp Thr Lys Gin Glu Asp Ala Cys Gin 
. 405 410 415 

GGG GAC AGC GGG GGC CCG CAC GTC ACC CGC TTC AAG GAC ACC TAC TTC 1296 
Gly Asp Ser Gly Gly Pro His Val Thr Arg Phe Lys Asp Thr Tyr Phe 
420 425 430 

GTG ACA GGC ATC GTC AGC TGG GGA GAG AGC TGT GCC CGT AAG GGG AAG 1344 
Val Thr Gly He Val Ser Trp Gly Glu Ser Cys Ala Arg Lys Gly Lys 
435 440 445 
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TAC GGG ATC TAC ACC AAG GTC ACC GCC TTC CTC AAG TGG ATC GAC AGG 1392 
Tyr Gly lie Tyr Thr Lys Val Thr Ala Phe Leu Lys Trp lie Asp Arg 
450 455 460 

TCC ATG AAA ACC AGG GGC TTG CCC AAG GCC AAG AGC CAT GCC CCG GAG 1440 
Ser Met Lys Thr Arg Gly Leu Pro Lys Ala Lys Ser His Ala Pro Glu 
465 470 475 480 

GTC ATA ACG TCC TCT CCA TTA AAG TGA 1467 
Val lie Thr Ser Ser Pro Leu Lys * 
485 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 489 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 

Met Gly Arg Pro Leu His Leu Val Leu Leu Ser Ala Ser Leu Ala Gly 
15 10 15 

Leu Leu Leu Leu Gly Glu Ser Leu Phe lie Arg Arg Glu Gin Ala Asn 
20 25 30 

Asn lie Leu Ala Arg Val Thr Arg Ala Asn Ser Phe Leu Glu Glu Met 
35 40 45 

Lys Lys Gly His Leu Glu Arg Glu Cys Met Glu Glu Thr Cys Ser Tyr 
50 55 60 

Glu Glu Ala Arg Glu Val Phe Glu Asp Ser Asp Lys Thr Asn Glu Phe 
65 70 75 80 

Trp Asn Lys Tyr Lys Asp Gly Asp Gin Cys Glu Thr Ser Pro Cys Gin 
85 90 95 



Asn Gin Gly Lys Cys Lys Asp Gly 
100 

Leu Glu Gly Phe Glu Gly Lys Asn 
115 120 

Cys Ser Leu Asp Asn Gly Asp Cys 
130 135 

Asn Ser Val Val Cys Ser Cys Ala 
145 150 

Gly Lys Ala Cys lie Pro Thr Gly 
165 

Leu Glu Arg Arg Lys Arg Ser Val 
180 



Leu Gly Glu Tyr Thr Cys Thr Cys 
105 110 

Cys Glu Leu Phe Thr Arg Lys Leu 
125 

Asp Gin Phe Cys His Glu Glu Gin 
140 

Arg Gly Tyr Thr Leu Ala Asp Asn 
155 160 

Pro Tyr Pro Cys Gly Lys Gin Thr 
170 175 

Ala Gin Ala Thr Ser Ser Ser Gly 
185 190 
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Glu Ala Pro Asp Ser lie Thr Trp Lys Pro Tyr Asp Ala Ala Asp Leu 
195 200 205 

Asp Pro Thr Glu Asn Pro Phe Asp Leu Leu Asp Phe Asn Gin Thr Gin 
210 215 220 

Pro Glu Arg Gly Asp Asn Asn Leu Thr Arg lie Val Gly Gly Gin Glu 
225 230 235 240 

Cys Lys Asp Gly Glu Cys Pro Trp Gin Ala Leu Leu lie Asn Glu Glu 
245 250 255 

Asn Glu Gly Phe Cys Gly Gly Thr lie Leu Ser Glu Phe Tyr lie Leu 
260 265 270 

Thr Ala Ala His Cys Leu Tyr Gin Ala Lys Arg Phe Lys Val Arg Val 
275 280 285 

Gly Asp Arg Asn Thr Glu Gin Glu Glu Gly Gly Glu Ala Val His Glu 
290 295 300 

Val Glu Val Val lie Lys His Asn Arg Phe Thr Lys Glu Thr Tyr Asp 
305 310 315 320 

Phe Asp lie Ala Val Leu Arg Leu Lys Thr Pro lie Thr Phe Arg Met 
325 330 335 

Asn Val Ala Pro Ala Cys Leu Pro Glu Arg Asp Trp Ala Glu Ser Thr 
340 345 350 

Leu Met Thr Gin Lys Thr Gly lie Val Ser Gly Phe Gly Arg Thr His 
355 360 365 

Glu Lys Gly Arg Gin Ser Thr Arg Leu Lys Met Leu Glu Val Pro Tyr 
370 375 380 

Val Asp Arg Asn Ser Cys Lys Leu Ser Ser Ser Phe lie lie Thr Gin 
385 390 395 400 

Asn Met Phe Cys Ala Gly Tyr Asp Thr Lys Gin Glu Asp Ala Cys Gin 
405 410 415 

Gly Asp Ser Gly Gly Pro His Val Thr Arg Phe Lys Asp Thr Tyr Phe 
420 425 430 

Val Thr Gly lie Val Ser Trp Gly Glu Ser Cys Ala Arg Lys Gly Lys 
435 440 445 

Tyr Gly lie Tyr Thr Lys Val Thr Ala Phe Leu Lys Trp lie Asp Arg 
450 455 460 

Ser Met Lys Thr Arg Gly Leu Pro Lys Ala Lys Ser His Ala Pro Glu 
465 470 475 480 



Val lie Thr Ser Ser Pro Leu Lys * 
485 
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Patentanspruche : 



1. Faktor X-Analogon, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Modi- 
fikation im Bereich der naturlicherweise vorkommenden Faktor Xa- 
Aktivierungsspaltstelle aufweist, wobei die Modifikation eine 
Prozessierungsstelle einer nicht-natiirlicherweise in diesem Be- 
reich der Faktor X-Sequenz spaltenden Protease darstellt. 

2. Faktor X-Analogon nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daJS die Modifikation mindestens eine Aminosaure innerhalb der 
Aminosauresequenz des Aktivierungspeptids betrifft. 

3. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Modifikation einen Austausch mindestens 
einer der Aminosauren zwischen Gly228 und Arg234, und gegebenen- 
falls Ile235, bezogen auf die Aminosaurenumerierung gemaE Fig. 

1, darstellt. 



4. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es eine Faktor X-Sequenz mit Gly228-R6-R5- 
R4-R3-R2-Arg234-Rl enthalt, wobei 

a) Rl eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe lie, Val, Ser, 
Thr oder Ala 

b) R2 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Pro, Gly, Lys 
oder Arg 

c) R3 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Phe, Lys, Met, 
Gin, Glu, Ser, Val, Arg oder Pro 

d) R4 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Asp, lie, Ser, 
Met, Pro, Thr, Arg oder Lys 

e) R5 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Asn, Lys, Ser, 
Glu, Ala, Gin, His oder Arg und 

f) RS eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Asp, Phe, Thr # 
Arg, Leu oder Ser ist. 



5. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Modifikation eine Prozessierungsstelle 
fur eine Protease, ausgewahlt aus der Gruppe der Endoproteasen, 
wie etwa Kexin/Kex2, Furin/PACE, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 4, 
LPC/PC7, der Serinproteasen, wie etwa Faktor Ila, Faktor Xlla, 
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Faktor XIa, Faktor Xa oder von Kallikrein, oder einem Derivat 
dieser Proteaeen, darstellt. 

6. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es eine weitere Modifikation im Bereich der 
C-terminalen Faktor X-Aminosauresequenz aufweist. 

7. Faktor X-Analogon nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , 
dafi es eine Modifikation im C-terminalen Bereich der j8-Peptid- 
spaltstelle aufweist . 

8. Faktor X-Analogon nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Modifikation eine Mutation, Deletion oder Insertion im 
Bereich der Faktor X-Aminosauresequenz zwischen Aminosaureposi- 
tion Arg469 und Ser476 ist . 

9. Faktor X-Analogon nach einem der AnsprQche 6 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Modifikation eine Abspaltung des 0- 
Peptids verhindert. 

10. Faktor X-Analogon nach Anspuch 6, dadurch gekennzeichnet, 
da£ es eine Deletion des Faktor X 0-Peptids aufweist. 

11. Faktor X-Analogon nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dafi es ein Translationsstopsignal im C-terminalen Bereich der 
Faktor X-Sequenz aufweist. 

12. Faktor X-Analogon nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dafi es ein Translationsstopsignal an der Position der Aminosaure 
470 der Faktor X-Sequenz aufweist. 

13. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Modifikation im Bereich des Aktivie- 
rungspeptids eine Aktivierung des Faktor X-Analogons zu nativem 
Faktor Xa bzw. einem Faktor Xa-Analogon in vitro erlaubt. 

14. Faktor X-Analogon nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Modifikation eine Aktivierung durch eine Protease, aus- 
gewahlt aus der Gruppe der Endoproteasen, wie etwa Kexin/Kex2, 
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Furin/PACE, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7 , der Gruppe der 
Serinproteasen, wie etwa Faktor I la, Faktor XI la, Faktor XIa, 
Faktor Xa, oder von Kallikrein, Oder einem Derivat dieser 
Proteasen, erlaubt. 

15. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Modifikation eine Akti vie rung von Faktor 
X-Analogon zu nativem Faktor Xa bzw. einem Faktor Xa-Analogon in 
vivo erlaubt. 

16. Faktor X-Analogon nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , 
dafi die Modifikation eine Aktivierung durch eine Protease, aus- 
gewahlt aus der Gruppe der Serinproteasen, wie etwa Faktor XI la, 
Faktor XIa, Faktor Ila, Faktor Xa oder durch Kallikrein erlaubt. 

17. Faktor X-Analogon nach einem der Ansprdche 1 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es als Faktor X-Analogon mit intaktem 0-Pep- 
tid oder als ein C-terrainal verkurztes Faktor -Analogon vorliegt. 

18. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es als einzelkettiges Molekul vorliegt. 

19. Rekombinante DNA kodierend fur ein Faktor X-Analogon nach 
einem der Anspruche 1 bis 18, enthalten in einem Vektor zur re- 
kombinanten Expression des kodierten Proteins. 

20. Preparation enthaltend ein gereinigtes Faktor X-Analogon 
oder ein Vorlauf erprotein davon rait einer Modifikation im Be- 
reich der naturlicherweise vorkommenden Faktor X-Aktivierungs- 
stelle, wobei die Modifikation eine Prozessierungsstelle einer 
nicht -naturlicherweise in diesem Bereich der Faktor X-Sequenz 
spaltenden Protease darstellt. 

21. Preparation nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, da£ 
die Modifikation eine Spaltstelle fur eine Protease, ausgewahlt 
aus der Gruppe der bibasischen Endoproteasen, wie etwa 
Kexin/Kex2, Furin/PACE, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7, der 
Serinproteasen, wie etwa Faktor Ila, Faktor Xlla, Faktor XIa, 
Faktor Xa, oder von Kallikrein darstellt. 
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22. Preparation nach einem der Anspruche 20 Oder 21, dadurch 
geJcennzeichnet, dafi das Faktor X-Analogon als FXa-Analogon 
vorliegt . 

23. Preparation nach einem der Anspruche 20 oder 21, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Faktor X-Analogon als C- terminal ver- 
kurztes Faktor X-Analogon vorliegt. 

24. Preparation nach einem der Anspruche 20 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, daS sie Faktor X-Analogon als einzelkettiges 
Molekul in isolierter Form entheit. 

25. Preparation nach einem der Anspruche 20 bis 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie ein einzelkettiges Faktor X-Analogon in 
enzymatisch inaktiver Form mit einer Reinheit von mindestens 

80 %, vorzugsweise 90 %, besonders bevorzugt von 95 % und keine 
inaktiven, proteolytischen Intermediate von Faktor X/Xa-Analogon 
entheit . 

26. Preparation nach einem der Ansprtiche 20 bis 25, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi sie Faktor X-Analogon als zweikettiges Molek&l 
in isolierter Form entheit. 

27. Preparation nach einem der Anspruche 20 bis 26, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi sie ein Faktor X-Analogon entheit, das eine 
Modifikation aufweist, die eine Aktivierung von Faktor X-Analo- 
gon zu nativem Faktor Xa bzw. einem Faktor Xa-Analogon in vitro 
erlaubt . 

28. Preparation nach einem der Anspruche 20 bis 27, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie als pharmazeutisches Praparat formuliert 
ist. 

29. Preparation nach einem der Anspruche 20 bis 28, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ sie in einer geeigneten Vorrichtung, vorzugs- 
weise einer Applikat ions vorrichtung, in Kombination mit einer 
Protease, ausgewahlt aus der Gruppe der Endoproteasen, wie etwa 
Kexin/Kex2, Furin/PACE, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7, der 
Gruppe der Serinproteasen, wie etwa Faktor XI la, Faktor XIa, "~ 
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Faktor Xa, Faiktor I la, oder von Kallikrein, oder einem Derivat 
dieser Proteasen, vorliegt. 

30. Preparation nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet , daS 
die Komponenten r&umlich- voneinander getrennt vorliegen. 

31. Preparation nach einem der Anspriiche 20 bis 26, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi sie ein Faktor X-Analogon enthalt, das eine 
Modifikation aufweist, die eine Aktivierung von Faktor X-Analo- 
gon zu nativem Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon in vivo er- 
laubt . 

32. Preparation enthaltend Faktor Xa-Analogon mit hoher Stabili- 
tat und struktureller Integritat, die insbesondere frei ist von 
inaktiven Faktor X/Xa-Analogon- Intermedia ten und autoproteolyti- 
schen Faktor X-Abbauprodukten, erhaltlich durch Aktivierung 
eines Faktor X -Ana logons gemafi einem der Anspriiche 1 bis 19. 

33. Preparation nach einem der Anspruche 20 bis 32, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafc sie einen physiologisch akzeptablen Treger 
entheit und in einer lagerstabilen Form vorliegt. 

34. Preparation nach einem der Anspriiche 20 bis 33, dadurch ge- 
kennzeichnet , da£ sie gegebenenf alls als weiteren Bestandteil 
einen Blutfaktor oder eine aktivierte Form eines Blutfaktors 
enthalt . 

35. Preparation nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet , dafi 
sie als weiteren Bestandteil mindestens eine Komponente mit 
Faktor VIII-Bypass-Aktivitet entheit. 

36. Preparation nach einem der Anspruche 20 bis 35, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi sie als pharmazeutische Zusammensetzung for- 
muliert und gegebenenf alls als Mehrf achkomponentenpreparat vor- 
liegt . 

37. Verwendung einer Preparation nach einem der Anspruche 20 bis 
36 zur Herstellung eines Arzneimittels . 
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38. Verwendung einer Nukleinsaure nach Anspruch 19 zur Herstel- 
lung eines Arzneimittels. 

39. Verfahren zur Herstellung einer Preparation enthaltend ge- 
reinigtes rekombinantes Faktor X-Analogon, dadurch gekennzeich- 
net, dafi ein durch rekombinante Herstellung gewonnenes Faktor X- 
Analogon isoliert und fiber ein chromatographisches Verfahren ge- 
reinigt wird. 

40. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet , dafi es 
folgende Schritte urafafit: 

Bereitstellen einer Nukleinsaure gem&S Anspruch 19 
Transformation einer geeigneten Zelle 
Expression eines Faktor X-Analogons, 

gegebenenf alls Inkubieren des Faktor X-Analogons mit einer 
Protease 

Isolieren des Faktor X-Analogons und 

Reinigung des Faktor X-Analogons fiber ein chromatographi- 
sches Verfahren. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, daS das 
Faktor X-Analogon als zweikettiges Molekul isoliert wird. 

42. Verfahren nach einem der Anspruche 39 bis 41, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS das zweikettige Faktor X-Analogon mit einer 
Protease, ausgewahlt aus der Gruppe der Endoproteasen, wie etwa 
Kexin/Kex2, Furin/PACE, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7, der 
Gruppe der Serinproteasen, wie etwa Faktor I la, Faktor XI la, 
Faktor XIa, Faktor Xa, oder von Kallikrein, oder einem Derivat 
dieser Proteasen, in Kontakt gebracht wird, unter Bedingungen 
unter denen das Faktor X-Analogon zu nativem Faktor Xa oder 
einem Faktor Xa-Analogon gespalten wird. 

43. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, da£ die 
Zelle eine Zelle ist, die eine Protease, die eine Spaltung der 
Einzelkette in leichte und schwere Kette von Faktor X bzw. eines 
Faktor X-Analogons ausffihren kann, nicht exprimiert und gegebe- 
nenf alls eine Defizienz der Protease aufweist. 
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44. Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet , da£ die 
Zelle keine Endoprotease , wie etwa Kexin, Furin, PACE oder ein 
Derivate davon exprimiert. 

45. Verfahren nach einem der Anspruche 43 oder 44, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi das Faktor X-Analogon als einzelkettiges 
Molekul isoliert wird. 

46. Verfahren nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, dafi 
einzelkettiges, gegebenenfalls isoliertes Faktor X-Analogon mit 
einer Protease, ausgewahlt aus der Gruppe der Endoproteasen, wie 
etwa Kexin/Kex2, Furin/PACE, PC1/PC3, PC2, PC4, PACE 4, LPC/PC7, 
oder einem Derivat dieser Proteasen in Kontakt gebracht wird, 
unter Bedingungen, unter denen einzelkettiges Faktor X-Analogon 
in die zweikettige Faktor X-Form gespalten wird. 

47. Verfahren nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daS ein- 
zelkettiges Faktor X-Analogon gegebenenfalls durch in Kontakt - 
Bringen mit der Protease direkt zu Faktor Xa bzw. Faktor Xa- 
Analogon aktiviert wird. 

48. Verfahren nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daS 
zweikettiges Faktor X-Analogon mit einer weiteren, von der 
ersten verschiedenen Protease in Kontakt gebracht wird und zu 
Faktor Xa-Analogon oder nativem Faktor Xa aktiviert wird. 

49. Verfahren nach einem der Anspruche 39 bis 48, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS die Protease immobilisiert ist. 

50. Verfahren zur Herstellung einer Preparation enthaltend akti- 
ven Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon, dadurch gekennzeichnet, 
daS ein gemafi einem Verfahren nach einem der Anspruche 39 bis 46 
hergestelltes Faktor X-Analogon einem Aktivierungsschritt unter- 
zogen wird. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, da£ ge- 
reinigtes Faktor Xa-Analogon oder nativer Faktor Xa mit hoher 
Stabilitat und struktureller Integrit&t, der insbesondere frei 
ist von inaktiveri Faktor X/Xa-Intermediaten, gewonnen wird. 
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(-40) 

l 

Met Gly Arg Pro Leu His Leu Val Leu Leu Ser Ala Sex Leu Ala Gly Leu Leu Leu 
ATG GGG CGC CCA CTG CAC CTC GTC CTG CTC ACT GCC TCC CTG OCT GGC CTC CTG CTG 
9 18 27 36 45 54 

(-4) (-1) 
40 

Leu Gly Glu Ser Leu Phe He Arg Arg Glu Gin Ala Asn Asn He Leu Ala Arg Val Thr Arg 
CTC GGG GAA ACT CTG TTC ATC CGC AGG GAG CAG GCC AAC AAC ATC CTG GOG AGG GTC ACG AGG 
66 75 84 93 102 111 120 

(+1) 
41 

Ala Asn Ser Phe Leu Glu Glu Met Lys Lys Gly His Leu Glu Arg Glu Cys Met Glu Glu Thr 
GCC AAT TCC TTT CTT GAA GAG ATG AAG AAA GGA CAC CTC GAA AGA GAG TGC ATG GAA GAG ACC 
129 138 147 156 165 174 183 



Cys Ser Tyr Glu Glu Ala Arg Glu Val Phe Glu Asp Ser Asp Lys Thr Asn Glu Phe Trp Asn 
TGC TCA TAC GAA GAG GCC CGC GAG GTC TTT GAG GAC AGC GAC AAG ACG AAT GAA TTC TGG AAT 
192 201 210 219 228 237 246 



Lya Tyr Lys Asp Gly Asp Gin Cys Glu Thr Ser Pro Cys Gin Asn Gin Gly Lys Cys Lys Asp 
AAA TAC AAA GAT GGC GAC CAG TGT GAG ACC ACT OCT TGC CAG AAC CAG GGC AAA TGT AAA GAC 
255 264 273 282 291 300 309 



Gly Leu Gly Glu Tyr Thr Cys Thr Qys Leu Glu Gly Phe Glu Gly Lys Asn Cys Glu Leu Phe 
GGC CTC GGG GAA TAC ACC TGC ACC TGT TTA GAA GGA TTC GAA GGC AAA AAC TGT GAA TTA TTC 
318 327 336 345 354 363 372 



Thr Arg Lys Leu Cys Ser Leu Asp Asn Gly Asp Cys Asp Gin Phe Cys His Glu Glu Gin Asn 
ACA COG AAG CTC TGC AGC CTG GAC AAC GGG GAC TGT GAC CAG TTC TGC CAC GAG GAA CAG AAC 
381 390 399 408 417 426 435 



Ser Val Val Cys Ser Cys Ala Arg Gly Tyr Thr Leu Ala Asp Asn Gly Lys Ala Cys He Pro 
TCT GIG GTG TGC TCC TGC GCC CGC GGG TAC ACC CTG OCT GAC AAC GGC AAG GCC TGC ATT CCC 
444 453 462 471 480 489 498 

178 179 180 181 182 183 
Thr Gly Pro Tyr Pro Cys Gly Lys Gin Thr Leu Glu Arg Arg Lys Arg Ser Val Ala Gin Ala 
ACA GGG CCC TAC CCC TGT GGG AAA CAG ACC CTG GAA CGC AGG AAG AGG TCA GTG GCC CAG GCC 
507 516 525 534 543 552 561 



Thr Ser Ser Ser Gly Glu Ala Pro Asp Ser He Thr Trp Lys Pro Tyr Asp Ala Ala Asp Leu 
ACC AGC AGC AGC GGG GAG GCC CCT GAC AGC ATC ACA TGG AAG CCA TAT GAT GCA GCC GAC CTG 
570 579 588 597 606 615 624 

R6 
229 

Asp Pro Thr Glu Asn Pro Phe Asp Leu Leu Asp Phe Asn Gin Thr Gin Pro Glu Arg Gly Asp 
GAC CCC ACC GAG AAC CCC TTC GAC CTG CTT GAC TTC AAC CAG ACG CAG CCT GAG AGG GGC GAC 
633 642 651 660 669 678 687 

R5 R4 R3 R2 Rl 
234 235 

Asn Asn Leu Thr Arg He Val Gly Gly Gin Glu Cys Lys Asp Gly Glu Cys Pro Trp Gin Ala 
AAC AAC CTC ACC AGG ATC GTG GGA GGC CAG GAA TGC AAG GAC GGG GAG TGT CCC TGG CAG GCC 
696 705 714 723 732 741 750 



Fig. 1-1 
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Leu Leu He Asn Glu Glu Asn Glu Gly Phe Cys Gly Gly Thr He Leu Ser Glu Phe Tyr He 
CTG CTC ATC AAT GAG GAA AAC GAG GGT TTC TGT GGT GGA ACT ATT CTG AGC GAG TTC TAG ATC 
759 768 777 786 795 804 813 



Leu Thr Ala Ala Bis Cys Leu Tyr Gin Ala Lys Arg Phe Lys Val Arg Val Gly Asp Arg Asn 
CTA ACG GCA GCC CAC TGT CTC TAG CAA GCC AAG AGA TTC AAG GTG AGG GTA GGG GAC CGG AAC 
822 831 840 849 858 867 876 



Thr Glu Gin Glu Glu Gly Gly Glu Ala Val His Glu Val Glu Val Val He Lys His Asn Arg 
ACG GAG CAG GAG GAG GGC GGT GAG GCG GTG CAC G&G GTG GAG GTG GTC ATC AAG CAC AAC CGG 
885 894 903 912 921 930 939 



Phe Thr Lys Glu Thr Tyr Asp Phe Asp He Ala Val Leu Arg Leu Lys Thr Pro He Thr Phe 
TTC ACA AAG GAG ACC TAT GAC TTC GAC ATC GCC GTG CTC CGG CTC AAG ACC CCC ATC ACC TTC 
948 957 966 975 984 993 1002 



Arg Met Asn Val Ala Pro Ala Cys Leu Pro Glu Arg Asp Trp Ala Glu Ser Thr Leu Met Thr 
CGC ATG AAC GTG GCG OCT GCC TGC CTC CCC GAG CGT GAC TGG GCC GAG TCC ACG CTG ATG ACG 
1011 1020 1029 1038 1047 1056 1065 



Gin Lys Thr Gly He Val Ser Gly Phe Gly Arg Thr His Glu Lys Gly Arg Gin Ser Thr Arg 
CAG AAG ACG GGG ATT GTG AGC GGC TTC GGG CGC ACC CAC GAG AAG GGC CGG CAG TCC ACC AGG 
1074 1083 1092 1101 1110 1119 1128 



Leu Lys Met Leu Glu Val Pro Tyr Val Asp Arg Asn Ser Cys Lys Leu Ser Ser Ser Phe He 
CTC AAG ATG CTG GAG GTG CCC TAG GTG GAC CGC AAC AGC TGC AAG CTG TCC AGC AGC TTC ATC 
1137 1146 1155 1164 1173 1182 1191 



He Thr Gin Asn Met Phe Cys Ala Gly Tyr Asp Thr Lys Gin Glu Asp Ala Cys Gin Gly Asp 
ATC ACC CAG AAC ATG TTC TGT GCC GGC TAG GAC AOC AAG CAG GAG GAT GCC TGC CAG GGG GAC 
1200 1209 1218 1227 1236 1245 1254 



Ser Gly Gly Pro His Val Thr Arg Phe Lys Asp Thr Tyr Phe Val Thr Gly He Val Ser Trp 
AGC GGG GGC CGG CAC GTC ACC CGC TTC AAG GAC ACC TAG TTC GTG ACA GGC ATC GTC AGC TGG 
1263 1272 1281 1290 1299 1308 1317 



Gly Glu Ser Cys Ala Arg Lys Gly Lys Tyr Gly He Tyr Thr Lys Val Thr Ala Phe Leu Lys 
GGA GAG AGC TGT GCC CGT AAG GGG AAG TAG GGG ATC TAC ACC AAG GTC ACC GCC TTC CTC AAG 
1326 1335 1344 1353 1362 1371 1380 



469 470 475 476 480 

Trp He Asp Arg Ser Met Lys Thr Arg Gly Leu Pro Lys Ala Lys Ser His Ala Pro Glu Val 
TGG ATC GAC AGG TCC ATG AAA ACC AGG GGC TTG CCC AAG GCC AAG AGC CAT GCC COG GAG GTC 
1389 1398 1407 1416 1425 1434 1443 



488 

He Thr Ser Ser Pro Leu Lys TER 
ATA ACG TCC TCT CCA TTA AAG TGA 
1452 1461 1467 
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Figur 9 
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Figur 11 
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